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ADP: adenosine diphosphate (adenosín difosfato) 
ATP: adenosine triphosphate (adenosín trifosfato) 
bEBP: bacterial enhancer binding protein (proteínas bacterianas de unión a secuencias 
enhancer) 
BSA: bovine seroalbumin (seroalbúmina bovina) 
Co-IP: co-immunoprecipitation (co-inmunoprecipitación) 
C-terminal: carboxilo terminal 
DNA: deoxyribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico) 
dNTP: deoxyribonucleotide triphosphate ( desoxirribonucleótido trifosfato) 
DO: densidad óptica 
DONS: sodium dioctyl sulfosuccinate (dioctil sulfosuccinato de sodio) 
DTT: 1,4-dithiothreitol (1,4-ditiotreitol) 
EMSA: electrophoretic mobility shift assay (ensayo de retardo en gel) 
FNR: ferredoxina:NADP+ reductasa 
FRET: Förster's resonance energy transfer (transferencia de energía por resonancia de 
Förster) 
FUR: ferric uptake protein 
GECX: genetically encoded chemical crosslinking (entrecruzamiento químico 
genéticamente codificado) 
GFP: green fluorescent protein (proteína fluorescente verde) 
h: horas 




LDS: lithium dodecyl sulfate (dodecil sulfato de litio)  
m: metros 
M: molar 









MW: molecular weight (peso molecular) 
ng: nanogramos 
nm: nanometros 
N-terminal: amino terminal 
ºC: grados centígrados 
PAGE: polyacrilamide gel electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida) 
pb: pares de bases 
PCC: Colección de cultivos de Cianobacterias del Instituto Pasteur 
PCR: polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 
PFO: perfluoro-octanoic acid (ácido perfluoro-octanoico) 
PMSF: phenylmethanesulfonyl fluoride (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 
PPI: protein-protein interactions (interacciones proteína-proteína) 
PVDF: Polyvinylidene fluoride (fluoruro de polivinilideno) 
qRT-PCR: quantitative reverse transcription polimerase chain reaction (reacción en 
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa) 
RIP: regulated intramembrane proteolysis (proteólisis intramembrana regulada) 
RNA: ribonucleic acid (ácido ribonucleico) 
RNAP: RNA polimerasa 
rpm: revoluciones por minuto 
S1P: site-1 protease (proteasa de sitio 1) 
S2P: site-2 protease (proteasa de sitio 2) 
SDS: sodium dodecyl sulfate (dodecil sulfato de sodio)  
sec: segundos 
TBS-T: Tris-buffered saline with Tween 20 (solución salina tamponada con Tris con 
Tween 20 
Tm: temperatura de melting 
 
 
TMB: 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (3,3′,5,5′-tetrametilbencidina) 
V: voltios 
v/v: volumen sobre volumen 








La cianobacteria filamentosa Anabaena PCC7120 presenta tres proteínas de la familia 
de reguladores transcripcionales procariotas FUR (Ferric Uptake Regulator): FurA, FurB 
y FurC. Estudios previos indicaban que estas proteínas podrían estar interaccionando 
entre sí. Aunque la interacción entre reguladores transcripcionales no es un mecanismo 
regulatorio generalizado en procariotas, en la bibliografía se encuentran varios ejemplos 
de cómo puede afectar a la expresión génica.  
En el presente trabajo se ha analizado el efecto de FurC sobre la función como regulador 
transcripcional de FurB, y viceversa, mediante ensayos de retardo en gel. Los resultados 
indicaron que la presencia de FurB llevaba a una unión potenciada de FurC al promotor 
de hetZ, sugiriendo un efecto sobre la función de FurC. Por otro lado, se ha estudiado 
la presencia de hetero-oligómeros FurC/FurB in vivo en Anabaena PCC7120. Sin 
embargo, los resultados obtenidos no han permitido observar dichos hetero-oligómeros, 
sugiriendo que o bien no interaccionan en las condiciones de cultivo o, lo que es más 
probable, que su interacción es inestable o transitoria.  
Sorprendentemente, se ha detectado una alta presencia de FurB en membranas con una 
masa molecular superior a la esperada, lo que sugiere que podría estar unida a la 
membrana mediante un polipéptido. En vista de que estudios previos localizan algunas 
proteínas Fur en membrana y que éstas pueden ser proteolizadas mediante proteínas 
FtsH, se planteó la posibilidad de que este mecanismo se aplique a FurB. Análisis 
bioinformáticos realizados en este trabajo han permitido identificar en Anabaena 
PCC7120 cuatro homólogos a las cuatro proteasas FtsH de la cianobacteria 
Synechocystis PCC6803, incluyendo un posible ortólogo FtsH3, proteína implicada en la 
proteólisis de Fur, ortólogo de FurA de Anabaena PCC7120 en Synechocystis PCC6803. 
ABSTRACT 
The filament-forming cyanobacteria Anabaena PCC7120 contains three proteins 
belonging to the FUR (Ferric Uptake Regulator) family of prokaryotic transcriptional 
regulators: FurA, FurB and FurC. Previous studies had shown that these proteins may 
be interacting with each other. Despite not being a generalized regulatory mechanism in 
bacteria, interaction between transcriptional regulators can have an effect on gene 
expression, as shown by several cases found in the bibliography. 
In the present work, the effect of FurC on the activity of FurB as transcriptional regulator, 
and vice versa, was studied through gel shift assays. The results obtained showed that 
the presence of FurB leads to an enhanced association of FurC to the promoter of the 
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hetZ gene, which suggests an effect on its function as transcriptional regulator. 
Furthermore, this work includes the study of the presence of hetero-oligomers of FurB 
and FurC in vivo in Anabaena PCC7120. However, no such hetero-oligomers were 
observed, which could mean that they either don’t interact in the conditions used during 
the experiments or that, most likely, their interaction is transient or unstable. 
Surprisingly, a great proportion of FurB was found to be associated to membranes, with 
a molecular mass higher than expected, suggesting it might be bound to a membrane 
protein. Prior studies had shown that some Fur proteins could be found in membranes 
and be proteolized by FtsH proteins, which could apply to FurB as well. Bioinformatic 
analysis were carried out and led to the identification of four homologues for the four 
FtsH proteins from cyanobacteria Synechocystis PCC6803 in Anabaena PCC7120, 
including a potential orthologue for FtsH3, the protease involved in the proteolysis of Fur, 
the Synechocystis PCC6803 orthologue for FurA from Anabaena PCC7120. 
2. INTRODUCCIÓN 
2.1. Las cianobacterias 
Pese a que la mayoría de formas de vida actuales se encuentran adaptadas a una 
atmósfera y océanos oxigenados, no fue hasta hace aproximadamente 2.4 giga-años 
cuando comenzó su oxigenación, en un periodo de tiempo conocido como el Gran 
Evento de Oxigenación (1,2).  Esto supuso un gran cambio en el desarrollo geológico y 
biológico de la Tierra, y se originó principalmente a consecuencia de la aparición de los 
primeros microorganismos fotosintéticos: las cianobacterias (3).  
2.1.1. Características generales y relevancia 
Las cianobacterias son microorganismos procariotas capaces de realizar la fotosíntesis 
oxigénica, que implica la utilización de agua como donador de electrones y libera 
oxígeno en el proceso. Según el sistema de tres dominios de Woese, se clasifican bajo 
el dominio de Bacteria (4). Se trata de un grupo biológico altamente diverso, que ha 
logrado adaptarse y sobrevivir en una gran variedad de ambientes, tanto terrestres como 
acuáticos, incluyendo tanto aguas continentales como océanos, e incluso climas 
extremos como los polares o los desérticos (5). 
Su impacto sobre los ciclos biogeoquímicos se mantiene en la actualidad, tanto por su 
capacidad de producir O2 como por su implicación en los ciclos del carbono y del 
nitrógeno, dada su capacidad de fijar ambos (6). Constituyen uno de los principales 
productores primarios, especialmente en los océanos como parte del fitoplancton marino 
(7). Su relevancia en el desarrollo evolutivo terrestre puede verse también en su 
condición de ancestros de los cloroplastos, según la teoría endosimbiótica (8).  
3 
 
Pese a que tienen plena capacidad de desarrollarse y sobrevivir de forma independiente, 
ciertas cianobacterias son capaces de establecer simbiosis, especialmente con plantas y 
con hongos, aportando la capacidad de fijación de nitrógeno y, en ocasiones, de carbono, 
a cambio de protección contra el estrés ambiental y predatorio (9,10). 
Su gran versatilidad y diversidad han hecho de las cianobacterias objeto de aplicaciones 
en múltiples campos: como suplemento nutricional (11), como biofertilizante (12), en 
biorremediación (13) o la producción biotecnológica de 
compuestos de valor añadido como biofuel o bioplásticos  
(14,15). Sin embargo, pueden suponer un problema 
ecológico y sanitario cuando proliferan de forma 
descontrolada, generando los “blooms” de cianobacterias 
(Fig. 1), que desplazan a la microbiota autóctona y pueden 
producir toxinas y compuestos carcinógenos (16).  
 
2.1.2. Morfología  
La gran adaptabilidad ambiental de las cianobacterias responde en parte a su diversidad 
morfológica, aunque comparten una serie de elementos básicos. Las cianobacterias 
presentan una pared celular con una gruesa capa de peptidoglicano, y pueden tomar 
formas esféricas, en espiral o de bastón (18). Además, pueden encontrase como células 








De forma similar a los cloroplastos en plantas, las cianobacterias presentan membranas 
tilacoidales, un sistema de membranas intracelular que contiene los sistemas proteicos 
necesarios para desarrollar las reacciones fotosintéticas, como los fotosistemas I y II 
Fig. 1. Bloom de cianobacterias en un 
estanque en Alemania. Fotografía 
tomada por Christian Fischer (17). 
 
Fig. 2. Diversidad morfológica de las cianobacterias. a) Chroococcus subnudus, b) Chroococcus limneticus, c) 
Cyanothece aeruginosa, d) Snowella litoralis, e) Microcystis aeruginosa, f) Pleurocapsa minor, g) Planktothrix agardhii, 
h) Limnothrix redekei, i) Arthrospira jenneri, j) Johanseninema constricum, k) Phormidium sp., m) Oscillatoria sp., n) 
Schizothrix sp., o) Tolypothrix sp., p) Katagnymene accurata, q) Dolichospermum planctonicum, r) Dolichospermum sp., 
s) Nostoc sp., t) Nodularia moravica. u/v) Stigonema sp, Imagen tomada de Dvořák et al (2015) (19). 
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(20). Las antenas cosechadoras de luz en los tilacoides son los ficobilisomas, complejos 
proteicos constituidos por pigmentos denominados ficobiliproteínas (21).  
Las cianobacterias filamentosas pueden presentar diferentes tipos celulares derivados 
de la diferenciación de células vegetativas: heterocistos, acinetos y hormogomias. Los 
acinetos representan una forma de resistencia que permite la supervivencia en 
condiciones desfavorables, como la desecación o bajas temperaturas, para regenerar 
una forma vegetativa cuando las condiciones son más adecuadas para su funcionalidad 
(22). Por otro lado, las hormogonias son células de menor tamaño agrupadas en 
filamentos cortos con motilidad, constituyendo la unidad infectiva en cianobacterias 
simbiontes y permitiendo su dispersión (23). Al contrario que acinetos y hormogonias, 
los heterocistos son células irreversiblemente diferenciadas, y especializadas en la 
fijación de nitrógeno a amonio. Presentan una pared celular gruesa que permite formar 
un espacio intracelular de condiciones microoxigénicas, protegiendo así a la 
nitrogenasa, enzima clave en este proceso y altamente sensible al oxígeno (24).  
 
 
De esta forma, las cianobacterias constituyen un raro ejemplo de microorganismos 
procariotas que pueden presentar tanto multicelularidad como diferenciación celular.  
2.1.3. Organismos modelo en cianobacterias 
El género de cianobacterias Anabaena, de la familia Nostocaceae y orden Nostocales, 
incluye la cepa objeto de estudio de este trabajo: la cepa Anabaena PCC7120. Se trata 
de una cianobacteria filamentosa formadora de heterocistos empleada frecuentemente 
para estudios en laboratorio, en especial para procesos de diferenciación celular y 
fijación de nitrógeno (25). 
Otra cianobacteria ampliamente empleada como organismo modelo es Synechocystis 
PCC6803, una cianobacteria unicelular no fijadora de nitrógeno, que perdió los genes 
necesarios para la fijación de nitrógeno en su evolución. Se la considera un organismo 
modelo para el estudio de procesos como la fotosíntesis y la asimilación de carbono (5). 
Fig. 3. Filamentos de Anabaena PCC7120 genéticamente modificada para expresar GFP con la diferenciación a 
heterocistos. A) Filamentos en cultivo en suficiencia de nitrógeno. B) Filamentos en cultivo en deficiencia de nitrógeno. 




2.2. La superfamilia de proteínas FUR 
La superfamilia de proteínas FUR está formada por reguladores transcripcionales 
presentes en la mayoría de organismos procariotas. El primer miembro descrito fue un 
represor transcripcional en Escherichia coli. Esta proteína era capaz de regular la 
expresión de sus genes diana empleando Fe+2 como correpresor, razón por la cual se 
denominó a esta proteína como Fur (del inglés Ferric Uptake Regulator) (26).  El hierro 
es un micronutriente abundante, pero poco biodisponible, y su exceso es tóxico ya que 
da lugar a la reacción de Fenton, la conversión de H2O2 a la especie reactiva de oxígeno 
radical hidroxilo (27). Es por ello que la homeostasis de hierro debe estar finamente 
controlada, y la razón de la ubicuidad de Fur en organismos procariotas. De forma 
similar, la homeostasis de otros metales debe controlarse.  
Los distintos miembros descritos de la superfamilia FUR incluye proteínas que 
responden a la disponibilidad de hierro (Fur, Ferric Uptake Regulator), manganeso (Mur, 
Manganese Uptake Regulator), zinc (Zur, Zinc Uptake Regulator), níquel (Nur, Nickel 
Uptake Regulator), hemo (Irr, Iron Response Regulator) y estrés por peróxido (PerR, 
Peroxide stress Response) (28).  
2.2.1. Características generales de las proteínas FUR 
Las proteínas FUR comúnmente actúan como represores homodiméricos, y se 
caracterizan por un peso molecular bajo de entre 13 y 20 kDa (29). Pese a su forma 
activa frecuentemente homodimérica, también se han descrito casos de estructuras 
oligoméricas estables (30).  La estructura de estas proteínas consiste en un dominio N-
terminal de unión a DNA de tipo hélice-giro-hélice y un dominio C-terminal de 
dimerización. Todas ellas comparten un motivo rico en histidinas, H2XHX2CX2X (Fig. 4), 
así como un motivo CXXC menos conservado, ambos localizados en la región C-
terminal (29). 
 
Fig. 4. Alineamiento de secuencia de los motivos ricos en histidinas de proteínas FUR de distintos microorganismos. 
Figura adaptada de Fillat (2014) (31). 
Las diferentes proteínas FUR presentan entre uno y tres sitios de unión a metales 
implicados en la regulación de su acción o necesarios para el mantenimiento de su 
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estructura, siendo en este último caso frecuentemente Zn+2, mientras que el metal 
regulador se corresponde a una forma de aquel cuya homeostasis regula la proteína 
(31). Su mecanismo de acción general consiste en la unión a las secuencias promotoras 
de genes que regulan al interaccionar con su metal regulador, a consecuencia de lo cual 
comúnmente reprimen la expresión de estos genes, bloqueando el acceso de la RNA 
polimerasa. Estas secuencias se corresponden a secuencias palindrómicas específicas 
ricas en A/T presentes en los promotores. Cuando la concentración celular del metal 
correspondiente disminuye, la pérdida del metal regulador conlleva la disociación del 
DNA, permitiendo la expresión de los genes que regulan, como pueden ser 
transportadores de metales o sideróforos (32). 
Pese a sus puntos comunes, cada una de estas proteínas difiere en el factor o factores 
a los que responde y el regulón que controlan en consecuencia.  
2.3. Proteínas FUR en Anabaena PCC7120 
El motivo conservado rico en histidinas permitió la identificación en el genoma de 
Anabaena PCC7120 de tres parálogos FUR: FurA (all1691), FurB (all2473) y FurC 
(alr0957) (33). Éstos se han propuesto, respectivamente, como los homólogos Fur, Zur 
y PerR en esta cianobacteria (33–35). 
FurA constituye un regulador global, cuyo regulón comprende hasta un tercio del 
genoma. Se ha determinado su implicación en la regulación de genes relacionados con 
la homeostasis de hierro, fotosíntesis, regulación del estado redox y metabolismo del 
nitrógeno, entre otros, actuando como represor y activador, en ciertos casos (36). Su 
actividad depende de la presencia de hierro y del estado redox de la célula, y se ha 
observado que la unión de hemo a FurA provoca su inactivación, por lo que su función 
estaría siendo regulada por diversas señales relativas a la homeostasis de hierro y 
estado redox celular (37,38). 
FurB, como homólogo Zur, regula genes relacionados con la homeostasis de cinc, 
codificantes para proteínas implicadas en su internalización y almacenamiento, ya sean 
transportadores ABC como ZnuABC, metaloproteínas de cinc como HemE, 
metalochaperonas como All4722 o transportadores de proteínas acomplejantes de 
hierro como Alr3242 (39). Sin embargo, su regulón incluye genes implicados en otras 
funciones como la respuesta a estrés oxidativo, como sodA/all0070 (Mn-superóxido 
dismutasa A), catA/alr0998 (Mn-catalasa A), prxA/alr4641 (peroxirredoxina A) o alr3090 
(catalasa Alr3090), codificantes para enzimas antioxidantes (40).  
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Además, se ha observado que FurB es capaz de unirse de forma directa al DNA de 
forma inespecífica como mecanismo de protección contra el estrés oxidativo (34,41). Se 
ha propuesto que a bajas concentraciones podría actuar de forma específica como 
regulador transcripcional dependiente de cinc, mientras que, en condiciones de estrés, 
su concentración celular pudiera aumentar hasta niveles que permitieran la unión 
inespecífica (41).  
Por último, FurC es el parálogo menos conocido. Estudios recientes aún sin publicar 
llevados a cabo en nuestro laboratorio indican que su regulón es amplio, y por lo tanto 
podría tratarse de otro posible regulador global en Anabaena PCC7120. Participa en la 
regulación de la expresión de enzimas de acción antioxidante en respuesta a estrés por 
H2O2, como la peroxirredoxina A (gen prxA) o la peroxirredoxina AhpC (gen all1541), así 
como de proteínas implicadas en el ciclo de reparación del fotosistema II como FtsH 
(gen ftsH), división celular como FtsZ (gen ftsZ), asimilación de nitrógeno como la 
dinitrogenasa reductasa alternativa (gen nifH2) y diferenciación de heterocistos como 
HetZ (gen hetZ) (42,43).  
En cuanto a su mecanismo de acción, FurC ha sido propuesta como el homólogo PerR, 
cuyo mecanismo de actuación difiere del de otras proteínas FUR. FurC es capaz de 
responder a cambios en la concentración de metales y a la presencia de H2O2, en un 
mecanismo complejo denominado oxidación catalizada por metales (MCO). En la MCO 
se produce la oxidación de un residuo de histidina cuando contiene hierro como metal 
regulador. En consecuencia, se libera de sus dianas. Por otro lado, el Mn+2 puede 
competir con el Fe+2 por su sitio de unión, protegiendo a FurC de sufrir MCO (35,44). 
Interacciones entre proteínas FUR de Anabaena PCC7120 
Pese a que cada uno de los parálogos Fur de Anabaena PCC7120 presenta funciones 
propias y un mecanismo de actuación independiente, resultados previos apuntaban 
hacia una regulación íntimamente relacionada entre ellas. A nivel transcripcional, tanto 
FurA como FurB se unen a sus propios promotores como mecanismo de 
autorregulación, pero se ha observado que son capaces de unirse a los promotores de 
los tres parálogos, mostrando una capacidad de inter-regulación. Por el contrario, FurC 
no presenta esta capacidad de unión a los promotores de las otras proteínas Fur, pero 
sí tiene un efecto alterando la capacidad de unión de FurA y FurB a sus propios 
promotores in vitro (33). Esto llevó al planteamiento de una posible inter-regulación 
mediante la interacción entre los distintos parálogos, potencialmente formando 
complejos proteicos transitorios y alternativos a los homodímeros funcionales.  
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La realización de experimentos de calorimetría de titulación isotérmica (ITC) permitió 
determinar in vitro la interacción entre FurC y FurB, así como una interacción más débil 
entre FurC y FurA. Esta interacción se producía en menor medida al aumentar la fuerza 
iónica del medio, indicando un posible componente electrostático de su unión (45,46). 
Sin embargo, no se observó interacción entre FurA y FurB (45). Por otra parte, la 
obtención de espectros de dicroísmo circular en presencia de una mezcla FurC/FurB y 
FurC/FurA, diferentes al espectro teórico que se esperaría en el caso de que no hubiera 
interacción, sugiere que la interacción observada in vitro estaría alterando la estructura 
de al menos uno de los componentes del complejo en cada caso (46). 
Aunque estos datos apoyan la posibilidad de que existan complejos FurC/FurB y 
FurC/FurA in vitro, experimentos de doble híbrido confirmaron únicamente la interacción 
entre FurC y FurB in vivo en un sistema heterólogo, y no para FurA y FurC (46).  
2.4. Las interacciones proteína-proteína 
2.4.1. Relevancia de las interacciones proteína-proteína 
Las interacciones entre diversas biomoléculas constituyen un elemento clave en el 
correcto desarrollo de la fisiología de todo organismo vivo, siendo las interacciones 
proteína-proteína (PPI) de particular importancia. Cada proteína puede tener su función 
individual, pero frecuentemente no la desarrolla de forma aislada, sino que establece 
interacciones físicas de diversa naturaleza con otras proteínas (47).  
Estas interacciones pueden tener consecuencias diversas, como la activación o 
inactivación de una o varias de las proteínas implicadas o la alteración de sus 
propiedades cinéticas, la eficiencia de canalización de sustratos entre enzimas de una 
misma ruta metabólica o la interacción de una de las proteínas implicadas con otras 
moléculas, entre otras (48). Debido a su ubicuidad e implicación en procesos celulares 
vitales, la interacción entre proteínas se considera incluso como potencial diana para el 
desarrollo de terapias, como antibióticos no convencionales (49) o fármacos 
antitumorales (50). 
Aunque gran parte de la investigación en materia de PPI se centra en organismos 
eucariotas, existen múltiples organismos cuyas redes de PPI se han estudiado en 
detalle, como pueden ser E. coli (51), Helicobacter pylori (52), Mycobacterium 
tuberculosis (53) o la cianobacteria Synechocystis PCC6803 (54).  
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2.4.2. Clasificación de las PPI  
Según la existencia independiente o no de las proteínas implicadas, las PPI pueden ser 
obligadas o no obligadas. La interacción entre proteínas que son inestables o inactivas 
cuando no interaccionan se considera obligada, mientras que si su interacción sólo 
altera las características de una o más de las proteínas implicadas se considera no 
obligada (55). A su vez, las PPI pueden clasificarse en función de si se trata de una 
interacción permanente (altamente estable y frecuentemente irreversible) o transitoria 
(las proteínas pueden asociarse o disociarse) (55). Dentro de las interacciones no 
obligadas transitorias, la extensión temporal de los complejos formados puede ser corta, 
como puede ser en el caso de las PPI de naturaleza enzima-sustrato, con ejemplos 
como las modificaciones enzimáticas post-traduccionales de proteínas como parte de 
redes de regulación tanto en eucariotas como en procariotas (56,57) o la degradación 
proteolítica de proteínas (58). 
La formación de complejos proteicos estables puede ser de nuevo obligada o no 
obligada, siendo en este último caso su función generalmente de modulación de una 
actividad previa más que requisito para ejercer una acción única. Estos complejos 
pueden estar compuestos por subunidades proteicas idénticas (homo-oligómeros) o 
diferentes (hetero-oligómeros) (55). Sus características van más allá de la suma de sus 
subunidades individuales, aportando también ventajas bioquímicas como pueden ser la 
mayor resistencia a las mutaciones y el ataque químico (59), la adquisición de nuevas 
funciones, aumento de la estabilidad capacidad de regulación alostérica y de 
accesibilidad de biomoléculas, alteración de la valencia de unión a otras moléculas o 
especificidad o la mayor eficiencia control de errores de traducción (permite descartar 
subunidades defectuosas) (47,60). Al mismo tiempo, esto permite reducir el tamaño del 
genoma, especialmente en el caso de homo-oligómeros, estableciendo estructuras 
proteicas grandes compuestas de unidades repetidas a partir de una secuencia génica 
correspondiente a una única unidad (60). 
Se considera que los complejos proteicos comenzaron a establecerse desde etapas 
tempranas de la evolución. Un ejemplo sería el de las RNA polimerasas (RNAP) de 
organismos eucariotas, bacterias y arqueas, que consisten en complejos proteicos 
esenciales procedentes de un ancestro común (61). En la bacteria E. coli, este complejo 
está formado por un núcleo de 5 subunidades (α2ββ’ω) al que se debe unir una 
subunidad adicional (σ) para que permitir el inicio de la transcripción (62). 
Además, la probabilidad de que una proteína forme parte de un complejo es 
generalmente superior entre proteínas esenciales que entre aquellas no esenciales. El 
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análisis de Pereira-Leal y colaboradores muestra que, para proteínas de levadura, la 
probabilidad de que una proteína forme parte de un complejo sería de 44-58% para 
proteínas esenciales, y de 18-31% para no esenciales, en función de la base de datos 
analizada (63). 
2.5. Los complejos proteicos transitorios como mecanismo de regulación 
transcripcional 
La formación de complejos proteicos transitorios pero estables suele estar asociada a 
una respuesta regulatoria. Una señal puede poner en marcha un mecanismo que altere 
la afinidad entre las proteínas que forman el complejo, llevando a su disociación o a su 
asociación, en este último caso generando complejos proteicos de función o 
características diferentes a la de las proteínas que los constituyen (55). Son, por tanto, 
elementos útiles en la adaptación al medio, señalización y regulación celular a distintos 
niveles, incluyendo la regulación de la expresión génica. 
Debido a su naturaleza transitoria y estabilidad variable, frecuentemente limitada a 
condiciones específicas, su estudio puede ser más complejo que el de interacciones 
obligadas y mantenidas en el tiempo. Sin embargo, existen múltiples casos descritos en 
detalle en múltiples organismos. A continuación, se describen varios ejemplos que han 
sido estudiados en la literatura. 
2.5.1. Regulación transcripcional por complejos proteicos transitorios en 
procariotas heterótrofos 
Pese a que la regulación por complejos proteicos transitorios de la expresión génica ha 
sido estudiada en mayor detalle en eucariotas, se trata de un mecanismo regulatorio 
también presente y bien estudiado en organismos procariotas, tanto heterótrofos como 
en autótrofos como las cianobacterias. Los ejemplos descritos a continuación 
representan algunos de los casos mejor conocidos, incluyendo complejos proteicos 
transitorios a nivel de subunidades de la RNAP, interacciones entre factores de 
transcripción o de éstos con otras proteínas. 
2.5.1.1. Interacciones transitorias de subunidades de la RNAP  
La transcripción génica depende en última instancia de la RNAP, cuya estructura 
funcional se compone de un núcleo formado por múltiples subunidades de interacción 
estable y obligada, al cual se unen los denominados “factores de inicio de transcripción”. 
El núcleo de la RNAP bacteriana, la holoenzima RNAP, está formado por las 
subunidades α2ββ’ω, cuya interacción es estable y de larga duración, mientras que los 
factores de inicio de transcripción procariotas, los factores σ, interaccionan de forma 
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transitoria con este núcleo. Dependiendo del factor σ específico que se una a la 
holoenzima RNAP, el complejo se unirá a unos promotores u otros, permitiendo el inicio 
de la transcripción de un conjunto de genes diferente (64).  
Un ejemplo de bacteria heterótrofa en la que la regulación basada en factores σ está 
bien caracterizada es E.coli. En esta bacteria, el factor σ principal es σ70, que regula la 
expresión de genes esenciales (64). Otros factores σ dirigen la RNAP hacia diferentes 
conjuntos de promotores, lo que permite el desarrollo de programas de expresión 
específicos. Por ejemplo, σ24 regula la respuesta a shock térmico (65). De esta forma, 
la interacción alternativa con diferentes factores σ genera un cambio en la expresión 
génica en respuesta a cambios en el entorno.  
2.5.1.2. Interacciones transitorias entre factores de transcripción 
La expresión génica puede regularse de forma más fina gracias a la formación de 
complejos proteicos alternativos de factores de transcripción, con diferentes 
características que los monómeros u homodímeros. A continuación, se muestran 
algunos ejemplos de interacciones transitorias entre factores de transcripción recogidos 
en la literatura. 
➢ E. coli 
Un caso de regulación transcripcional por formación de complejos transitorios en E. coli 
es el de las proteínas FlhD y FlhC. Estos activadores transcripcionales son capaces de 
unirse independiente al DNA y están especialmente implicados en la regulación de 
genes necesarios para el desarrollo flagelar. Sin embargo, también son capaces de 
formar un hexámero compuesto de 4 monómeros de FlhD y 2 monómeros de FlhC, 
alterando su afinidad de unión al DNA y permitiendo la regulación de genes de desarrollo 
flagelar dependientes de ambos reguladores (66). 
➢ Myxococcus xanthus 
En la bacteria M. xanthus se han descrito varios ejemplos de interacciones que afectan 
al programa de expresión génica a través de factores de transcripción. Un ejemplo es el 
de la proteína bifuncional MrpC, que como factor de transcripción regula la expresión de 
genes de respuesta a la homeostasis de carbono y como antitoxina inhibe la muerte 
celular por interacción directa con la toxina MazF. Por otro lado, el activador 
transcripcional FruA regula positivamente la expresión de genes importantes en 
agregación y esporulación. En varios casos, esta regulación es dependiente de su 
interacción con MrpC, como en su unión al promotor del gen fmgA, coordinando la 
respuesta a la falta de nutrientes mediante la expresión de genes que requieren su unión 
cooperativa al mismo promotor (67).  
12 
 
Otro ejemplo en M. xanthus es el del regulador de respuesta RcsB, activador 
transcripcional implicado en diversidad de procesos, que requiere de la interacción con 
RcsA como coactivador de la expresión del operón de síntesis del polisacárido capsular. 
Alternativamente, también se ha identificado su interacción y actuación conjunta con con 
PhoP, otro regulador transcripcional independiente (68).   
Por otro lado, se ha observado que las proteínas bacterianas de unión a secuencias 
enhancer (bEBPs) HsfA y MXAN4899 de esta bacteria son capaces de interaccionar y 
formar un hetero-oligómero, pese a que las bEBPs actúan generalmente como homo-
oligómeros. De forma independiente, HsfA forma parte de un sistema de dos 
componentes junto con HsfB, regulando la respuesta a estrés térmico, mientras que 
MXAN4899 es un regulador directo de genes relacionados con la predación, movilidad 
y desarrollo. Su hetero-oligomerización provoca cambios en la expresión génica, ya sea 
por su mutuo secuestro o por unión cooperativa a nuevos promotores (69). 
2.5.1.3. Interacciones transitorias entre factores de transcripción y otras proteínas 
Además de interaccionar entre sí, los factores transcripcionales pueden ver su actividad 
modificada mediante la interacción con proteínas no directamente relacionadas con la 
regulación de la expresión génica, como enzimas, proteínas marcadoras de sustratos 
para degradación o toxinas, alterando la función regulatoria del factor transcripcional. 
➢ E. coli 
La bacteria E. coli presenta múltiples ejemplos de este tipo de mecanismo regulatorio, 
como puede ser el descrito para DhaR y las proteínas codificadas en el operón dhaKLM, 
cuya expresión regula. Las proteínas DhaL, DhaK y DhaM forman un complejo proteico 
que cataliza la fosforilación de la dihidroxiacetona. DhaL y DhaK son capaces de 
modular la acción del factor transcripcional DhaR por unión mutuamente exclusiva, en 
función de la presencia de dihidroxiacetona. En condiciones normales, DhaL actúa como 
receptor intermediario de fosfato como DhaL-ATP, de forma que su transferencia a la 
dihidroxiacetona genera DhaL-ADP. La subunidad DhaL-ADP resultante se une a DhaR, 
actuando como coactivador para la expresión del operón dhaKLM y reprimiendo la 
síntesis del propio DhaR. Cuando se fosforila la totalidad de la dihidroxiacetona 
disponible, se acumula la forma DhaL-ATP, sin afinidad por DhaR. Así, se favorece en 
su lugar la unión de DhaK, que actúa como correpresor para el operón dhaKLM (70). 
Existen otros sistemas regulatorios que incluyen tanto interacciones proteicas como 
interacciones con ligandos, como el de MalT, regulador transcripcional que requiere de 
la interacción con ATP y maltotriosa. Éstos favorecen su dimerización, adquiriendo la 
forma activa que permite la activación de los operones del regulón de la lactosa como 
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genes codificantes para sistemas de incorporación y degradación de maltodextrinas. En 
presencia de MalY, una proteína homodimérica con actividad βC-S liasa, mientras que 
en ausencia de maltotriosa se forma un complejo heterotetramérico entre MalT y MalY, 
que inactiva MalT y reduce su afinidad por la maltotriosa. De esta forma, MalT es incapaz 
de activar la expresión de los genes que regula. 
➢ Bacillus subtilis 
También se han descrito varios ejemplos de regulación por interacción entre factores de 
transcripción en B. subitlis. Un caso de este tipo es el del regulador transcripcional TnrA, 
que responde a la disponibilidad de nitrógeno. TnrA se encuentra activo en condiciones 
de limitada disponibilidad de nitrógeno combinado, activando la expresión de genes 
codificantes para transportadores de amonio, enzimas de degradación de asparagina o 
enzimas de asimilación de nitrato y nitrito, mientras que reprime la expresión de otros 
genes como los de la glutamina sintasa y la glutamina sintetasa. Ésta sintetiza glutamina 
a partir de amonio y glutamato, siendo inhibida por retroalimentación por la propia 
glutamina, entre otros inhibidores. En condiciones de limitada disponibilidad de 
nitrógeno combinado, TnrA se encuentra activa, mientras que en suficiencia de 
nitrógeno combinado la glutamina sintetasa se inhibe, cambia de conformación y forma 
un complejo con TnrA, impidiendo su unión al DNA (71). 
Otro caso descrito es el de ComK, un regulador transcripcional implicado en la activación 
de la transcripción de genes implicados en la adquisición de competencia, la capacidad 
de incorporar DNA externo, como aquellos que codifican para proteínas de transporte 
de DNA. En condiciones normales, ComK forma un complejo con la proteína MecA, que 
lo recluta a la proteasa ClpC para su degradación. Sin embargo, cuando el quorum 
bacteriano alcanza cierto nivel, una cadena de transducción de señales lleva a la 
producción de ComS, que interacciona con ComK y la libera de MecA, evitando la 
degradación del factor de transcripción. Mientras ComS y MecA son degradados, ComK 
participa en la adquisición de competencia (72). 
➢ Leifsonia xyli 
La interacción proteica también juega un papel importante en los sistemas toxina-
antitoxina, consistentes en una toxina estable y una antitoxina inestable que neutraliza 
el efecto de la toxina mediante su unión. Además, ambos se encuentran organizados en 
un mismo operón, estando autorregulados por unión de la antitoxina a su promotor (73). 
La bacteria L. xyli presenta un sistema toxina-antitoxina codificado en un operón talA/B, 
siendo TalB la toxina. Este sistema representa una excepción con respecto al 
funcionamiento común en que es el hetero-oligómero TalA-TalB el que interacciona con 
el promotor, y no la antitoxina de forma individual (74). 
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2.5.2. Regulación transcripcional por complejos proteicos transitorios en 
cianobacterias 
Aunque existen más casos descritos en detalle en bacterias heterótrofas, la regulación 
transcripcional por complejos proteicos transitorios es un mecanismo presente también 
en cianobacterias. Los casos descritos a continuación constituyen ejemplos de la 
implicación de este tipo de mecanismo regulatorio a distintos niveles en cianobacterias.  
2.5.2.1. Interacciones transitorias de subunidades de la RNAP  
La regulación basada en interacciones proteicas a nivel de factores σ se ha estudiado 
en múltiples organismos procariotas, incluyendo la cianobacteria Synechocystis 
PCC6803. Esta cianobacteria presenta un total de 9 factores σ, siendo SigA el 
responsable de la transcripción de genes esenciales durante el crecimiento exponencial. 
Otros factores, como los denominados “factores σ de grupo 2”, no son esenciales en 
condiciones óptimas de cultivo, pero permiten la adaptación a cambios ambientales (75). 
Además de la interacción de unos factores σ u otros con la RNAP, la regulación de la 
expresión génica por factores σ se ve modulada por interacciones proteicas a otros 
niveles. Un ejemplo es el de la proteína de membrana ChlH, subunidad de la magnesio 
quelatasa, que cataliza la inserción de magnesio a los anillos de protoporfirina. Se ha 
observado que ChlH también actúa como factor anti-σ para SigE, un regulador positivo 
del catabolismo de azúcares, inhibiendo su actividad transcripcional como parte de un 
mecanismo regulatorio de adaptación a la transición de luz a oscuridad. En condiciones 
de luz, ChlH secuestra a SigE en membrana, impidiendo su acción. En oscuridad, según 
el mecanismo propuesto, el descenso de Mg+2 en el citoplasma provocaría la disociación 
de ChlH de membrana y, posteriormente, de SigE, que quedaría libre para asociarse a 
la RNAP (76). 
2.5.2.2. Interacciones transitorias entre factores de transcripción y otras proteínas 
La regulación post-transcripcional de factores de transcripción en cianobacterias 
también puede implicar la formación de complejos proteicos transitorios, con varios 
casos descritos. En este caso no se han descrito casos de interacción entre dos factores 
transcripcionales, pero sí entre un factor de transcripción y otros tipos de proteínas. 
➢ Synechocystis PCC6803 
La tiorredoxina es una proteína implicada en procesos biológicos relativos a la 
señalización redox, mediando la reducción de otras proteínas. Se han descrito múltiples 
casos de interacción de diferentes tipos de tiorredoxinas con factores de transcripción 
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en Synechocystis PCC6803, potencialmente mediando la conexión entre el estado 
redox de la cadena de transporte de electrones a la regulación génica (77).  
Un ejemplo de este tipo de regulación implica al factor de transcripción homodimérico 
PedR. En condiciones de alta luminosidad, cuando la cadena fotosintética está más 
activa, la tiorredoxina TrxX o TrxM adquiere su forma reducida e interacciona con PedR, 
transfiriéndole electrones. Esto provoca un cambio conformacional transitorio que lleva 
a la inhibición de PedR. Cuando la célula se adapta a las nuevas condiciones, PedR se 
oxida y vuelve a su forma activa, activando la transcripción de sobre genes como las 
subunidades L, N y B de la protoclorofilida reductasa, implicada en la síntesis de 
clorofilas.(78).  
Existen casos similares como el de ManR, represor del transportador de manganeso, 
que es reducido por la tiorredoxina TrxM con el paso de oscuridad a luz (79); la 
interacción de TrxM con Sll1961, implicado en la regulación de respuesta de la 
maquinaria fotosintética, especialmente del contenido en fotosistema I en condiciones 
de alta luz y de ficobilisomas en condiciones de nitrógeno limitado (77) o LexA con la 
ferredoxina (80). 
➢ Anabaena PCC7120 
En el organismo objeto de estudio del presente trabajo, Anabaena PCC7120, no se ha 
definido una red de interacciones en detalle, pero existen múltiples ejemplos de 
interacciones descritas. 
RexT es un represor transcripcional que regula la expresión de la tiorredoxina TrxA2. 
RexT, en presencia de H2O2, forma un puente disulfuro intramolecular, perdiendo su 
capacidad de unión al DNA y permitiendo así la expresión de TrxA2. En su forma 
reducida, TrxA2 es capaz de interaccionar con RexT, reduciendo el puente disulfuro del 
regulador transcripcional y permitiendo que recupere su actividad (81). 
Un ejemplo más complejo sería el caso del eje regulatorio entre PipX, PII, la enzima N-
acetil-L-glutamato quinasa (NAGK) y el regulador transcripcional NtcA. PII es una 
proteína homotrimérica involucrada en la adaptación a cambios en la disponibilidad de 
nitrógeno biodisponible, carbono y energía en respuesta a distintos efectores alostéricos 
como el ATP y ADP o el 2-oxoglutarato (2OG), un metabolito indicador del balance entre 
el carbono y el nitrógeno biodisponible en el interior celular (82). En suficiencia de 
nitrógeno, PII puede interaccionar con NAGK, lo que favorece su acción enzimática de 
síntesis de arginina, como reserva de nitrógeno. En estas condiciones, compite con 
NAGK la proteína adaptadora PipX, que se une a razón de tres moléculas por 
homotrímero de PII en abundancia de nitrógeno. El complejo PII-PipX se une al factor 
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transcripcional homodimérico PlmA, regulando potencialmente su acción. PlmA se ha 
descrito únicamente en cianobacterias, aunque su regulón no está completamente 
definido. En deficiencia de nitrógeno, cuando bajan los niveles de amonio, PipX se 
disocia de PII y aumentan los niveles de 2OG celulares: PipX libre se une como co-
activador a NtcA, activado por unión a 2OG, induciendo la expresión de genes de 
respuesta a deficiencia de nitrógeno (83).  
El estudio de las interacciones proteicas como parte de mecanismos regulatorios se 
mantiene relevante en la actualidad, de forma no limitada a la regulación transcripcional. 
Un caso reciente es el de PatA, una proteína necesaria para la diferenciación de 
heterocistos intercalados en los filamentos de Anabaena. La diferenciación celular a 
heterocisto en condiciones de deficiencia de nitrógeno implica la imposibilidad de volver 
al estado vegetativo o dividirse (84). PatA es capaz de interaccionar con los 
componentes ZipN y SepF del divisoma, desestabilizando el denominado anillo de FtsZ, 
que tiene como consecuencia la inhibición de la división celular. Una vez finalizada la 
diferenciación, interaccionaría con SepJ, localizada en los polos celulares, afectando así 
potencialmente a la comunicación celular entre heterocistos y células vegetativas (85). 
Estos ejemplos dan a ver la relevancia y extenso impacto de la formación de complejos 
proteicos transitorios en la regulación transcripcional en diversos organismos, 
constituyendo de esta forma las interacciones entre proteínas un elemento regulatorio 
de la fisiología celular y la adaptación al entorno. 
2.6. Metodología para el estudio de complejos proteicos transitorios in vivo  
El estudio de complejos proteicos transitorios no es sencillo, ya que se encuentran 
limitados a condiciones específicas y frecuentemente conviven con otras formas, ya sea 
otros complejos oligoméricos o la forma monomérica de las proteínas que interaccionan. 
Aunque se haya demostrado la capacidad de interaccionar in vitro de dos o más 
proteínas purificadas, determinar su existencia in vivo puede ser más complejo. Sin 
embargo, existen diferentes métodos que se han aplicado a la detección de la presencia 
de este tipo de complejos in vivo, como los que se detallan a continuación.  
2.6.1.Western blot en el análisis oligomérico de proteínas 
La técnica de Western blot se ha aplicado al estudio del estado oligomérico in vivo de 
diversas proteínas en procariotas, tanto homo- como heterocomplejos. En el caso de 
AcrB, un transportador de membrana trimérico que forma parte de un sistema de eflujo 
en bacterias gran-negativas, esta técnica se ha aplicado a lisados celulares de E. coli 
WT y mutantes para ArcB en distintos residuos de cisteína. De esta forma, realizando 
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una separación por SDS-PAGE y revelado con anticuerpos anti-ArcB, se pudo 
determinar el predominio de formas triméricas, tanto lineales como circulares, 
coexistiendo con un cierto porcentaje de dímeros. Además, la variación de las 
condiciones de ensayo durante el cultivo o la incubación antes del paso de electroforesis 
permitió observar el efecto de la presencia de agentes reductores sobre la 
oligomerización, surgiendo formas monoméricas con la adición de compuestos 
reductores, en mayor proporción a concentraciones mayores de reductor (86). 
Otro ejemplo sería el de YdiB, una ATPasa esencial de B. subtilis. Empleando lisados 
celulares de B. subtilis resueltos por SDS-PAGE en condiciones reductoras y con 
posterior revelado por Western blot con anticuerpos específicos anti-YdiB, se reveló la 
presencia de formas monoméricas y diméricas, confirmando la capacidad de esta 
proteína de formar oligómeros in vivo. Además, permitió determinar una diferencia entre 
la ratio monómero-dímero respecto a la proteína purificada, con mayor proporción de 
monómero in vivo (87). 
Por otro lado, la técnica de Western blot también se ha aplicado a lisados de células de 
mamífero. Por ejemplo, una versión alternativa al SDS-PAGE que emplea el detergente 
LDS (LDS-PAGE), más adecuado para la determinación del estado oligomérico de 
proteínas de membrana, ha sido empleada para la determinación del estado oligomérico 
de la prestina, proteína involucrada en la selectividad de frecuencia y sensibilidad de la 
capacidad auditiva en mamíferos. Se analizaron lisados de células de ratón, 
observándose ras vevelar con anticuerpos antti-prestina la formación de bandas 
correspondientes a de monómeros, así como dímeros. El cambio de LDS por PFO, un 
detergente más suave que el LSD, permitió observar hasta tetrámeros en lisados de 
células de mamífero (88). 
Otro ejemplo muestra su aplicación a lisados de células mesencefálicas transducidas 
mediante vectores virales para la expresión de α- o β-sinucleina, proteínas implicadas 
en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson y otras sinucleinopatías. Provocando la 
sobreexpresión de una u otra, o ambas, se analizaron lisados de cultivos en presencia 
del ácido poli-insaturado 18:3 frente a un control, empleando anticuerpos contra una u 
otra sinucleína. Los resultados indicaron una inducción de la presencia de oligómeros 
de α-sinucleína in vivo respecto a la de monómeros en presencia de este ácido graso, 
efecto que se veía inhibido ante la expresión simultánea de β-sinucleina. Además, en 
este caso se observaron bandas indicativas de un potencial hetero-oligómero de α- y β-
sinucleina, presente en células expresando ambas, pero no en aquellas que expresan 
únicamente β-sinucleina (89). 
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También se ha analizado mediante SDS-PAGE/Western Blot el estado de 
oligomerización en tejido humano de la miocilina, proteína cuyas mutaciones están 
frecuentemente relacionadas con el desarrollo de glaucoma. En condiciones no 
reductoras, se observaron bandas correspondientes a monómeros, así como 
oligómeros de dos o más unidades de miocilina, y bandas no correspondientes a homo-
oligómeros que se consideraron hetero-oligómeros con proteínas desconocidas. 
De esta forma, el análisis de extractos proteicos mediante separación electroforética 
SDS-PAGE y posterior revelado en paralelo de réplicas equivalentes con diferentes 
anticuerpos puede permitir la visualización de distintas formas oligoméricas presentes 
en células in vivo, ya sea homo-oligómeros (formas oligoméricas presentes únicamente 
al incubar con uno de los dos anticuerpos) o hetero-oligómeros (formas oligoméricas 
presentes al incubar con ambos anticuerpos independientemente). 
2.6.2. Variaciones del Western Blot 
Existen variaciones de este tipo de ensayo que también pueden aplicarse al estudio de 
interacciones proteicas. Dado que el proceso de Western Blot incluye pasos que pueden 
alterar las condiciones de interacción de las proteínas, especialmente si se trata de 
interacciones débiles, el protocolo se puede modificar añadiendo un paso de 
entrecruzamiento proteico. El uso de agentes entrecruzantes para proteínas sobre las 
muestras a analizar conlleva la unión covalente de proteínas que interaccionan, de 
forma que se pueda detectar su interacción incluso cuando ésta es débil o transitoria e 
independientemente de su desnaturalización en el proceso de análisis. Sin embargo, se 
trata de un tratamiento complejo, optimizado principalmente para muestras de proteína 
purificadas en alta cantidad, in vitro (90). Su aplicación a estudios in vivo implica de 
forma tradicional el entrecruzamiento en extracto crudo celular, dado que, aunque 
existen agentes capaces de introducirse al interior celular, son altamente reactivos y 
raramente compatibles con la viabilidad celular, de forma que pueden no ser 
representativos de la realidad biológica.  Por otro lado, la falta de especificidad de la 
mayoría de agentes entrecruzantes genera ruido de fondo (91).  
Un ejemplo de aplicación de Western blot sobre lisados celulares tratados con agentes 
entrecruzantes para el análisis oligomérico es el de TraD, una proteína de membrana 
implicada en la transferencia de material genético por conjugación en bacterias. Tras el 
tratamiento entrecruzante, se sometieron las muestras de lisados celulares a SDS-
PAGE y Western Blot, observándose bandas correspondientes a monómeros, dímeros 
y complejos de alto peso molecular. En presencia o ausencia del plásmido F, la banda 
correspondiente al dímero desaparecía o se veía reducida, aumentando en su lugar la 
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proporción de altos complejos moleculares, indicando que TraD dimeriza de forma 
autónoma pero requiere proteínas presentes en el plásmido F para formar grandes 
complejos (92). 
Otro ejemplo es el de la formación de hetero-oligómeros de las flotilinas 1 y 2, 
relacionadas con la señalización de insulina, fagocitosis, crecimiento axonal y activación 
linfocítica en mamíferos. Se realizó un tratamiento de entrecruzamiento sobre células 
de mamífero N2a, seguido de SDS-PAGE y Western blot en paralelo con anticuerpos 
anti-flotilina-1 y anti-flotilina-2. Esto permitió observar bandas monoméricas para ambas 
proteínas, así como bandas correspondientes a homo- y hetero-tetrámeros (93). 
Una alternativa para realizar un entrecruzamiento proteico en células vivas es el uso de 
técnicas de ingeniería genética con química biocompatible como GECX (genetically 
encoded chemical cross-linking). Esta técnica consiste en modificar genéticamente un 
organismo para que exprese la proteína de estudio con un aminoácido no natural 
biorreactivo en proximidad a otra proteína, provocando el entrecruzamiento entre 
proteínas que interaccionan (91). Sin embargo, esto implica un proceso más costoso y 
complejo que puede no ser aplicable a todos los organismos. En E. coli, se ha aplicado 
a la identificación de proteínas que interaccionan con la tiorredoxina 1 in vivo mediante 
la incorporación del aminoácido no natural BprY, determinándose posteriormente por 
Western blot la existencia de múltiples proteínas mostrando interacción con la 
tiorredoxina 1 (91). 
La técnica del far-Western fue desarrollada específicamente para la caracterización de 
interacciones entre proteínas. Ésta difiere de un Western blot en que, una vez separadas 
las proteínas de la muestra por electroforesis y transferidas a una membrana, el 
revelado no se basa en incubación con anticuerpos, sino que se emplea en primer lugar 
una proteína o fragmento de ella cuya interacción con las proteínas de la muestra se 
quiere observar. Tras la incubación, se revela gracias al marcaje directo de la proteína 
empleada (por radiactividad, fluorescencia, …) o mediante un anticuerpo marcado que 
la reconozca. Esto permite confirmar la interacción directa entre dos proteínas 
conocidas, con la desventaja de que representa un ensayo in vitro, ya que la segunda 
proteína se añade siempre de una muestra purificada (94). Esta técnica se ha aplicado 
al estudio de la interacción entre la proteína SltF, necesaria para el desarrollo de flagelos 
en α-proteobacterias, con otras proteínas del bastón flagelar, en este caso mediante la 
separación por SDS-PAGE seguida de revelado por incubación con SltF y detección con 
un anticuerpo anti-SltF. Esto permitió determinar la interacción de SltF con las proteínas 
del bastón flagelar FlgB y FlgF (95).  
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Debido a los pasos de lavado tras la incubación con la proteína de interés, las 
interacciones débiles frecuentemente no se observan en ensayos de far-Western blot. 
La combinación de entrecruzamiento proteico y far-Western blot supone una alternativa 
para la detección de estas interacciones, realizando un tratamiento con agentes 
entrecruzantes tras la incubación. Esto se ha aplicado a la ferredoxina de 
Hydrogenobacter thermophilus, implicada en la transferencia de electrones a otras 
proteínas con las que forma complejos transitorios débiles. En comparación con el far-
Western blot, el far-Western blot con entrecruzamiento permitió observar con mayor 
claridad la interacción de la ferredoxina con la Ferredoxina:NADPH oxidorreductasa y la 
2-oxoglutarato:Ferredoxina oxidorreductasa, así como la interacción con la 
Piruvato:NADPH oxidorreductasa, no detectada por el método tradicional (96). 
2.6.3. Otras técnicas para el estudio de complejos proteicos transitorios in vivo  
La detección de interacciones in vivo puede realizarse por otras técnicas, como la co-
inmunoprecipitación (Co-IP), técnicas genéticas basadas en fluorescencia como la 
transferencia de energía por resonancia de Förster (FRET) o la microscopía de 
colocalización de fluorescencia y los ensayos de doble híbrido. 
La técnica de Co-IP se basa en anticuerpos que capturan específicamente una de las 
proteínas de interés en un extracto celular, incluyendo las formas en complejo con otras 
proteínas. Posteriormente se pueden liberar las proteínas fijadas e identificar o confirmar 
la composición de los complejos mediante espectrometría de masas o Western blot, con 
la desventaja de que se pierde información acerca de la estequiometría de unión (97). 
El fenómeno de FRET consiste en la transferencia de energía entre dos moléculas 
fluorescentes al aproximarse, lo que se traduce en una pérdida de fluorescencia de 
emisión del donador y aparición de la del aceptor. Si se incorporan sondas fluorescentes 
compatibles a una pareja de proteínas mediante ingeniería genética, se puede detectar 
su interacción de forma dinámica in vivo (98). La colocalización de fluorescencia también 
implica el marcaje fluorescente de las proteínas cuya interacción se estudia, pero la 
detección se realiza por microscopía confocal de fluorescencia, a fin de determinar la 
presencia de ambas en la misma localización celular de forma simultánea (99). 
Los sistemas de doble híbrido se basan en la detección de interacciones proteicas in 
vivo en un sistema de expresión heteróloga mediante la activación transcripcional de un 
gen reportero fisiológicamente regulado de forma directa o indirecta por una proteína 
activadora. Esta proteína se divide en dos dominios, cada uno de los cuales se fusiona 
a una de las proteínas de estudio, de forma que su interacción restaure su función y 
lleve a la expresión del gen reportero (100). 
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Estas técnicas in vivo y la inmunodetección de oligómeros en extractos celulares por 
Western blot permiten la determinación de que estas interacciones tienen lugar in vivo, 
no únicamente de su capacidad de interaccionar en presencia de ambas. 
2.7. La proteólisis como mecanismo de regulación de la actividad proteica  
La adaptación celular a distintas señales implica mecanismos diferentes según el tipo 
de respuesta necesaria. Un mecanismo regulatorio que acelera el proceso es el de 
producir previamente las proteínas necesarias para realizar una determinada acción, 
pero mantenerlas de forma inactiva hasta recibir una señal específica, sin necesidad de 
mecanismos de regulación transcripcional o traduccional. Este es el caso de las pro-
proteínas, procesadas proteolíticamente para generar la proteína activa, o la unión a 
membrana, que frecuentemente implica también un paso de procesamiento proteolítico 
para su liberación. Esto permite el control espacial y temporal de la acción de la proteína 
implicada. 
La proteólisis regulada puede ser procesiva (degradación completa de la proteína) o no 
procesiva (corte o cortes que generan una forma proteica alternativa con actividad 
modificada). Le proteólisis procesiva implica la eliminación de proteínas cuya acción no 
es necesaria o ser una acción basal inhibida ante la señal adecuada para que la proteína 
sustrato pueda actuar, mientras que la no procesiva supone un paso de maduración 
proteica o genera una forma proteica que puede posteriormente ser degradada por 
completo, por exposición de motivos específicos de reconocimiento (101). 
Un mecanismo frecuente implicado en este tipo de procesos de señalización es la 
proteólisis intramembrana regulada (RIP, del inglés regulated intramembrane 
proteolysis), tanto en organismos eucariotas como procariotas.  Este proceso implica el 
corte de una proteína localizada en la membrana, ya sea en su zona intramembrana o 
cerca de la superficie, por parte de proteasas denominadas I-Clips (102). Estos cortes 
tienen lugar en dos pasos, mediados por dos grupos de proteasas distintos: S1P (site-1 
protease) y metaloproteasas S2P (site-2 protease). Este tipo de proteasas se 
encuentras ampliamente distribuidas en todas las formas de vida, dando a ver la 
relevancia de este mecanismo regulatorio (103,104). Sin embargo, no todos los casos 
de regulación proteolítica se corresponden a RIP. 
Los ejemplos expuestos a continuación representan distintos casos de regulación por 
proteólisis en diversos organismos procariotas, en especial casos conocidos que 
implican retención en membrana.  
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2.7.1. Regulación por proteólisis en B. subtilis 
Existen múltiples estudios realizados en B. subtilis acerca de la regulación mediante 
proteólisis de proteínas en múltiples procesos celulares distintos. Los ejemplos a 
continuación representan algunos de los casos mejor conocidos. 
En situación de limitación nutricional, B. subtilis comienza un proceso de esporulación, 
en el cual varios pasos están regulados por proteólisis. La esporulación comienza con 
la división en dos compartimentos celulares: la célula madre y la forespora. Más 
adelante, la célula madre endocita la forespora, que genera una estructura de doble 
membrana, la interior con una composición proteica diferente a la exterior, que se 
corresponde a la de la célula madre (105). En este proceso, es vital la expresión de 
genes regulados por el factor σE, que se sintetiza de forma inactiva como pro-proteína, 
asociada con la membrana de la célula madre. En este caso, la forespora secreta el 
factor SpoIIR, activando la proteasa de membrana SpoIIGA y provocando de esta forma 
el procesamiento de pro-σE  y liberación de σE activo al citosol de la célula madre, donde 
dirige la transcripción de más de 250 genes (105,106). Este proceso no se clasifica como 
RIP, ya que SpoIIGA no pertenece a la familia de proteasas I-Clips. 
El mecanismo de transducción de señales que lleva a la activación de otro factor σ 
implicado en esporulación en fases más avanzadas, σK, sí representa un ejemplo de 
RIP. σK se sintetiza como pro-σK, cuya prosecuencia permite su localización específica 
en la membrana de la célula madre y previene su unión a la RNAP (107). La diferencia 
de composición entre las membranas de la célula madre y la forespora endocitada es 
vital en su activación: las proteínas de membrana SpoIVFB, SpoIVFA y BofA, implicadas 
en su activación, se encuentran localizadas específicamente en la membrana externa 
de la forespora, procedente de la célula madre (108). SpoIVFA y BofA mantienen 
inactiva a SpoIVFB, la proteasa S2P que lleva a cabo el procesamiento de σK. Tras ser 
endocitada, la forespora libera al espacio entre membranas el factor SpoIVB, que 
provoca el corte de SpoIVFA y la consecuente activación de SpoIVFB (109). El 
procesamiento de pro-σK libera σK al citoplasma, donde regula la expresión de genes 
necesarios para completar el proceso de esporulación (105). 
Un tercer caso, no relacionado con la esporulación, es el del factor σ de respuesta a 
estrés por choque salino σW. El factor anti-σ transmembrana RsiW retiene e inhibe σW. 
En respuesta a una situación de choque alcalino, se activa una proteasa S1P que actúa 
sobre el dominio periplásmico de RsiW, tras lo cual actúa la proteasa YluC, del grupo 
de S2P. Esto permite la liberación al citoplasma de una forma degradada de RsiW unida 
aún a σW y, aunque se desconoce el paso final de liberación de σW, lleva a la expresión 
de los genes del regulón de este factor σ (110). 
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2.7.2. Regulación por proteólisis en E. coli 
Otro organismo sobre el cual se han realizado múltiples estudios en materia de 
regulación mediante proteólisis es E. coli. Por ejemplo, esto se ha descrito para el factor 
σE, implicado en la respuesta a estrés por desplegamiento proteico en la envuelta, se 
mantiene inactivo mediante RseA, un factor anti-σ transmembrana que lo retiene en la 
membrana mediante su dominio citosólico e inhibe su acción (111). En respuesta a la 
presencia de proteínas desplegadas en la membrana externa, la proteasa S1P de 
membrana interna DegS se activa, realizando un corte en el dominio periplásmico de 
RseA. El corte provoca que este factor anti-σ se vuelva susceptible al procesamiento 
por RseP (también denominada YaeL), la proteasa S2P que finalmente permite la 
liberación del dominio citoplasmático de RseA de la membrana (112). RseA permanece 
unido a σE, pero su C-terminal generado por proteólisis es reconocido por la proteasa 
ClpXP, degradando específicamente RseA y liberando σE intacto (113). 
2.7.3. Regulación por proteólisis en Caulobacter crescentus 
Aunque en menor medida que en los microorganismos anteriores, también existen 
casos de regulación por proteólisis descritos en detalle en otras bacterias, como C. 
crescentus. 
PodJ es una proteína transmembrana implicada en el desarrollo del flagelo polar en C. 
crescentus. La proteasa soluble PerP actúa como S1P y realiza el primer corte en su 
dominio periplasmático, seguido de la proteasa de membrana MmpA, que libera una 
forma truncada correspondiente al dominio citoplasmático de PodJ (114). Esta forma 
truncada se localiza en el flagelo polar incipiente, donde actúa como andamio celular 
para reclutar proteínas estructurales y de señalización implicadas en su desarrollo, y es 
degradada más adelante por una tercera proteasa (115). 
2.7.4. Regulación por proteólisis en Enterococcus faecalis 
Un ejemplo de regulación por proteólisis descrito en la bacteria E. faecalis representa 
un caso poco común, en el que el producto del corte se libera al medio y no al interior 
celular. La feromona cAD1 de E. faecalis consiste en un péptido de 8 aminoácidos que 
induce la respuesta de cortejo en otros enterococos que contienen el plásmido pAD1. 
Este péptido proviene de una proteína precursora de 143 aminoácidos insertada en la 
membrana plasmática, que sufre un procesamiento por doble corte: en primer lugar, una 
peptidasa señal elimina la región extracelular, mientras que la proteasa de membrana 
Eep, identificada como S2P, realiza un corte en la región transmembrana que libera el 
fragmento de 8 aminoácidos al exterior celular (116). 
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2.7.5. Regulación por proteólisis en M. tuberculosis 
Este tipo de regulación también se puede observar en microorganismos patógenos 
relevantes, como M. tuberculosis. Esta bacteria presenta una proteína denominada 
LppM, implicada en el bloqueo de la fagocitosis y de la acidificación fagosomal en el 
macrófago (117). Fue descrita en primer lugar como proteína anclada a la membrana, 
pero más recientemente se ha descrito que sufre un segundo paso de maduración por 
corte enzimático que permitiría su secreción al medio (118).  
2.7.6. Regulación por proteólisis en cianobacterias 
En cianobacterias también existen algunos ejemplos de proteínas que sufren proteólisis. 
El primer ejemplo sería el de la ferredoxina:NADP+ reductasa (FNR). 
La FNR es una proteína que lleva a cabo la reducción de NADP+ en la cadena de 
transporte lineal de electrones, presente tanto en cianobacterias como en cloroplastos 
de células vegetales. En cloroplastos, la FNR se asocia a la antena del ficobilisoma a 
través de un linker polipeptídico denominado CpcD, que media la unión a la membrana 
tilacoidal y el ficobilisoma. Sin embargo, la FNR  de Synechocystis PCC6803 no 
interacciona con ningún linker, sino que contiene una secuencia N-terminal adicional de 
9 kDa homóloga a CpcD (119). Existe una forma truncada soluble generada por 
proteólisis, eliminando esta secuencia adicional e impidiendo la unión tanto al 
ficobilisoma como al tilacoide (120). Esta secuencia adicional también se puede 
encontrar en otras cianobacterias como Anabaena PCC 7119 (121) y Synechococcus 
PCC7002 (122). 
El segundo ejemplo estaría relacionado con dos reguladores transcripcionales. Uno de 
ellos es el represor NdhR, implicado en la regulación del metabolismo del carbono, y el 
segundo es el regulador transcripcional Fur. En ambos casos las proteasas implicadas 
en su procesamiento son proteínas del tipo FtsH. 
Las proteínas FtsH son proteasas ubicuas en procariotas y frecuentemente implicada 
en el procesamiento de proteínas relacionadas con la regulación de diversos procesos 
celulares, incluida la expresión génica. La cianobacteria Synechocystis PCC6803 
presenta cuatro homólogos FtsH, denominados FtsH1-4, de los cuales FtsH1 y FtsH3 
son esenciales (123). Estudios anteriores indican que estas proteasas podrían actuar 
en forma de complejos: FtsH4 se encontraría exclusivamente en forma homo-complejos, 
mientras que FtsH3 estaría formando heterocomplejos con FtsH2 y FtsH1 de forma 
independiente, además de formar potenciales homo-complejos (124).  
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El complejo hexamérico FtsH2/3, localizado en la membrana tilacoidal, ejerce la función 
de las proteínas FtsH más extendida en cianobacterias y cloroplastos de plantas 
superiores, consistente en la degradación del polipéptido D1 del centro de reacción 
fotosintético y el control general de calidad de PSII (124,125).  FtsH2 también tiene un 
rol en la regulación de los niveles celulares de glucosil-glicerol fosfato sintasa, enzima 
relacionada con la osmoprotección (126), así como en la adaptación a condiciones de 
deficiencia de carbono mediante la degradación del represor transcripcional NdhR (127). 
La proteasa FtsH2 actuaría de forma directa (aunque todavía no se descarta una posible 
acción indirecta) sobre éste, causando su degradación y permitiendo la transcripción de 
genes del operón del mecanismo de concentración de CO2 cuya expresión reprime. 
Por otro lado, el complejo FtsH1/3 se localiza en la membrana citoplásmica y está 
implicado en la regulación de la respuesta a deficiencia de hierro, por medio de la 
degradación de Fur, homólogo de FurA en Synechocystis PCC6803. En ausencia de 
FtsH1 o FtsH3, esta cianobacteria es incapaz de iniciar la expresión de proteínas 
encargadas de la respuesta a la deficiencia de hierro, pese a la correcta regulación de 
los niveles de expresión de Fur, indicando que estas proteasas constituyen un nivel de 
regulación superior. Fur ha sido detectada en la membrana citoplasmática de 
Synechocystis PCC6803, acumulándose en ella en condiciones de deficiencia de hierro 
en mutantes que expresan menor cantidad de FtsH1 y/o FtsH3. Dada la localización del 
complejo FtsH1/3 en la membrana citoplasmática, tras la liberación de Fur del DNA ésta 
podría estar accesible a la proteólisis (128,129). De esta forma, la degradación del 
represor transcripcional podría estar desplazando el equilibrio hacia su disociación de 
los promotores que regula, favoreciendo así la transcripción de genes de respuesta a 
deficiencia de hierro (128). 
Finalmente, recientemente se ha publicado que el complejo FtsH1/3 está implicado en 
la homeostasis de carbono y fosfato, mediante la degradación de los represores 
transcripcionales NdhR (al igual que FtsH2) y PhoU, respectivamente. También parece 
tener un rol en la homeostasis de nitrógeno, afectando de forma indirecta al activador 
NtcA favoreciendo la fosforilación de la proteína PII, necesaria para la inducción de su 
regulón (129). 
Los ejemplos incluidos a lo largo de este apartado muestran cómo la regulación 
mediante proteólisis constituye otro mecanismo regulatorio relevante en procariotas, 
frecuentemente como un nivel adicional de regulación de la transcripción génica sobre 
distintas proteínas, descrito también para proteínas pertenecientes a la superfamilia 
FUR como PerR en B. subtilis y Fur en Synechocystis PCC6803 (128,130). 
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
En base a estudios previos acerca de las interacciones entre los parálogos Fur de 
Anabaena PCC7120, el presente trabajo parte de la hipótesis de que FurB y FurC 
podrían estar interaccionando in vivo, con consecuencias sobre sus respectivas 
funciones. A fin de profundizar en el estudio de esta interacción y el conocimiento acerca 
de la acción de estas proteínas, se establecieron los siguientes objetivos: 
1. Realización de una revisión bibliográfica acerca del impacto de las interacciones 
proteicas sobre la regulación transcripcional, así como de diferentes 
metodologías de estudio de interacciones proteicas in vivo. 
2. Revisión de casos de regulación por proteólisis de proteínas asociadas a 
membrana descritos en la literatura. 
3. Análisis de la influencia de la presencia de FurC sobre la actividad de FurB como 
regulador transcripcional mediante ensayos de retardo en gel, así como el efecto 
de la presencia de FurB sobre la actividad de FurC. 
4. Detección de las formas oligoméricas de FurB y FurC in vivo en extractos de 
distintas cepas de Anabaena PCC7120, tanto wild-type como cepas modificadas 
genéticamente, mediante Western blot, a fin de determinar la presencia de 
hetero-oligómeros FurB/FurC in vivo. 
4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. Microorganismos y condiciones de cultivo 
4.1.1. Cepas de cianobacterias empleadas 
Los ensayos realizados en el presente trabajo incluyeron, además de la cepa wild-type 
de Anabaena PCC7120, diversas cepas mutantes generadas anteriormente: cepa de 
sobreexpresión de FurC (131), cepa de sobreexpresión de FurB (40) y cepa de deleción 
de FurB (39). La cepa wild-type (WT) procede de la Colección de Cultivos de 
Cianobacterias del Instituto Pasteur, y es la cepa a partir de la cual las diferentes 
variantes han sido desarrolladas.  
La cepa de sobreexpresión de FurB, también denominada VSC2770, contiene el vector 
pAM2770zur, que sobreexpresa FurB y aporta resistencia a neomicina. De forma similar, 
la cepa de sobreexpresión de FurC o EB2770, contiene el vector pAM2770furC. En cada 
caso, el genes correspondiente a FurB o FurC se incorporó al plásmido pAM2770 bajo 
el control del promotor inducible del gen de la plastocianina (petE), inducible por cobre 
(132). Previamente se había observado que la concentración de cobre presente en el 
medio BG11 empleado en los cultivos de cianobacterias era suficiente para la 
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sobreexpresión de los genes regulados por este promotor, por lo que no se suplementó 
el medio con cobre adicional para la inducción de su expresión (133). 
Por otro lado, el mutante de deleción se generó mediante deleción-inserción del gen 
all2473 (furB o zur), confiriendo adicionalmente resistencia a estreptomicina y 
espectinomicina. 
4.1.2. Condiciones de cultivo 
Los cultivos se realizaron en medio BG11 1x suplementado con 1 mL/L de suplemento 
1000x (134). La composición de este medio es de 16 μM NaNO3, 8.8 μM NaHCO3, 0.2 
μM K2HPO4 · 3 H2O, 0.25 μM CaCl2 · 2 H2O, 0.3 μM MgSO4 · 7 H2O y 0.2 μM NaCO3, 
mientras que la del suplemento 1000x es de 30 μM citrato férrico de amonio, 30 μM 
ácido cítrico, 190 μM EDTA, 46 μM H3BO3, 9.15  μM MnCl2 · 4 H2O, 0.77 μM ZnSO4 · 
H2O, 1.61  μM Na2MoO4 · 2 H2O, 0.32 μM CuSO3 · 5 H2O y 0.17 μM CoCl2. Tanto el 
medio de cultivo como el suplemento se prepararon sobre una base de agua destilada 
y se esterilizaron mediante autoclave previo uso. El suplemento se conservó en 
oscuridad a 4ºC. 
Los cultivos destinados a la recogida de biomasa para los experimentos de Western Blot 
se realizaron en un escalado a dos etapas, a fin de alcanzar una densidad celular 
suficiente en un menor tiempo y de forma controlada: cultivos de iniciación en 20 mL y 
cultivos de ensayo en 100 mL. Los cultivos de iniciación se inocularon a partir de cultivos 
de mantenimiento en matraces Roux de 1 L de capacidad y en burbujeo estéril (filtrado 
con un filtro de 0.22 μm), mantenidos a 25-30ºC y 20 μmol/sec · m2 de fotones.  
En primer lugar, la densidad óptica de los cultivos de iniciación se valoró 
espectrofotométricamente a 750 nm (DO750nm) a fin de inocular para cada cepa una 
DO750nm = 0.4 en un volumen final de 20 mL de medio BG11. En el caso de los mutantes, 
se añadieron los correspondientes antibióticos: neomicina a concentración final 50 
μg/mL para los mutantes de sobreexpresión y espectinomicina y estreptomicina 2 μg/mL 
para el mutante de deleción de FurB. Estos cultivos se incubaron a 28ºC, en agitación a 
150 rpm y bajo una iluminación de 10 μmol/sec · m2 de fotones. 
Una vez estos cultivos alcanzaron la fase estacionaria (DO750nm = 1), se emplearon para 
la inoculación de los cultivos de ensayo a DO750nm = 0.2, por duplicado, que se incubaron 
en un incubador Innova 43 Incubator Shaker a 28ºC, en agitación a 150 rpm y bajo una 
iluminación de 20 μmol/sec · m2 de fotones. La biomasa se recogió para cada cultivo al 
alcanzar una DO750nm = 0.9 – 1. 
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La valoración de la densidad celular del cultivo se realizó por medio de contaje al 
microscopio óptico en cámara de Neubauer con 10 μL de muestra tras una dilución 1:4. 
Se contó el número de células totales en cuatro cuadrantes, dos superiores y dos 




) =  
𝑛
4
· 104 · 𝑓 
siendo 𝑛 el número total de células contadas y 𝑓 el factor de dilución, en este caso 4. 
4.2. Recogida de biomasa celular  
Para cada cultivo se recogieron muestras para la obtención de fracciones celulares 
(proteína soluble o membranas), manteniendo 1 mL destinado al contaje celular. Se 
transfirieron en fracciones de 30 mL de cultivo a tubos Falcon, que se centrifugaron 
durante 10 minutos a 4000 rpm y temperatura ambiente en una centrífuga Allegra X 
30R. Tras descartar el sobrenadante hasta dejar únicamente 5 mL de cultivo en cada 
caso, se repartió el volumen restante en alícuotas de 1 mL, que se centrifugaron 10 
minutos a 14000 rpm y 4ºC. Se descartaron los sobrenadantes y se almacenaron los 
pellets a -80ºC. 
4.2.1. Preparación de muestras de proteína soluble 
Para la obtención de muestras de proteína soluble se resuspendieron las fracciones 
almacenadas en 500 μL de Tris-HCl 50 mM pH 8 con 5 uL PMSF 100x (1 mM) y se 
sometieron a 7 ciclos de sonicación (45 segundos de sonicación seguidos de 30 
segundos de descanso) a amplitud 9 en un sonicador UP 200S Dr. Hielscher. A 
continuación, se centrifugaron 10 minutos a 14000 rpm y 4ºC en una centrífuga Allegra 
X 30R y se tomó el sobrenadante, descartando el pellet. 
4.2.2. Preparación de muestras de proteína de membrana 
Las muestras de proteínas de membrana se obtuvieron a partir de pellets celulares 
resuspendidos en 100 μL de solución A, de composición 10 mM Tricina/KOH a pH 7.8, 
0.5 M Sacarosa, 10 mM MgCl2 · 6 H2O y 2.5 mM Na2HPO4. Después se centrifugaron a 
10000 rpm durante 10 min a 4ºC en una centrífuga Allegra X 30R. Tras descartar el 
sobrenadante, se resuspendieron las muestras en 100 μL de solución A y lisozima 1 
mg/mL. Tras incubar 1 h a 35ºC a 90 rpm en una incubadora P Selecta, se centrifugaron 
a 1450 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante se descartó de nuevo y se resuspendió 
cada pellet en 100 μL de solución A.  
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Tabla 1. Composición de los geles SDS-PAGE concentradores y separadores 
 
4.3. Técnicas analíticas de proteínas 
4.3.1. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
4.3.1.1. Preparación de geles para SDS-PAGE 
Los geles empleados constaron de una región de 5% de acrilamina/bisacrilamida como 
gel concentrador, que asegura un frente recto e igualado en todos los pocillos y la 
movilidad simultánea de todas las proteínas de la muestra, seguida de otra región de 
17% acrilamida/bisacrilamida como gel separador. La concentración de cada región 
queda detallada en la Tabla 1. 
 
 
Componente Gel separador 17% Gel concentrador 5% 
H2O 0.36 mL 1.4 mL 
Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 2.24 mL - 
Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 - 0.25 mL 
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 3.4 mL 0.33 mL 
SDS 10% 30 μL 10 μL 
Persulfato amónico 10% 20 μL 10 μL 
TEMED 10 μL 10 μL 
4.3.1.2. Preparación de las muestras 
Las muestras de proteína soluble a cargar en el gel se prepararon a un volumen final de 
20 μL, mientras que para las muestras de proteína de membrana se emplearon 80 μL 
por carril, para asegurar que no se toman restos de membranas al cargar en el pocillo. 
La cantidad de muestra a cargar en el gel se normalizó entre cepas mediante la adición 
del tampón correspondiente, a fin de cargar un volumen correspondiente a una cantidad 
equivalente de células por carril para cada tipo de muestra. No se normalizó a cantidad 
de proteína, ya que se ha observado anteriormente en nuestro laboratorio que las distintas 
cepas presentan una diferente cantidad de proteína total por célula. Por tanto, de cargar 
en cada pocillo una cantidad igual de proteína no se apreciaría correctamente el cambio 
en el contenido relativo de cada una de las formas oligoméricas entre una cepa y otra.  
A cada alícuota se añadió tampón de carga 5x con o sin β-mercaptoetanol (20 μL para 
muestras de células completas o membranas y 5 μL para muestras de proteína) para 
una composición final en el pocillo de 50 mM Tris/HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% v/v glicerol 
y 0.02 % m/v azul de bromofenol, con 1% m/v β-mercaptoetanol. Todas las muestras se 
hirvieron a 95ºC durante 5 minutos, tras lo cual se centrifugaron a 12000 rpm durante 
30 minutos en una centrífuga Eppendorf 5427R.  
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4.3.1.3. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE 
En cada pocillo se cargaron 17.5 μL de la muestra correspondiente, 5 μL en el caso del 
marcador de pesos moleculares preteñido, empleándose NZY Colour Marker Protein II 
de NZYTech para los geles de proteína soluble y Precision Plus Protein Standards Dual 
Colour de Bio-Rad para los geles de proteína de membrana. Ambos se aplicaron a sus 
correspondientes pocillos como son suministrados comercialmente, sin tratamiento 
adicional. Se trata de mezclas de proteínas de diferentes pesos moleculares acopladas 
a cromóforos, que permiten su visualización sin necesidad de ningún tratamiento 
posterior y son, por tanto, adecuados para su uso en ensayos de Western Blot. 
La electroforesis se realizó en un equipo Mighty Small II SD250 / SE260 (Hoefer) 
suministrando 35 mA por gel, en tampón de SDS-PAGE de composición Tris 15 g/L, 
glicina 75 g/L, SDS 5 g/L y pH 8.7. El voltaje se mantuvo aproximadamente 45 minutos, 
hasta llegar el frente de azul de bromofenol al final del gel. La tinción de las proteínas 
presentes en los geles se realizó con una solución de azul de Coomassie durante 10 
minutos, seguida de lavados con una solución decolorante para eliminar el exceso. La 
composición de la solución de azul de Coomassie es de 10 % v/v ácido acético, 45 % 
v/v metanol, 45 % agua y 0,25 % m/v Coomassie Blue R-250, mientras que la de la 
disolución decolorante es de 10 % v/v ácido acético, 25 % v/v metanol y 65 % v/v agua. 
4.3.2. Western blot 
4.3.2.1. Transferencia 
Una vez finalizada la electroforesis, se siguió un protocolo de Western Blot en sistema 
semiseco. Para ello, por cada gel a transferir se prepararon dos capas de papel de filtro 
y una membrana de PVDF Immobilon-P transfer membrane del tamaño correspondiente 
a las dimensiones del gel. La membrana fue activada mediante inmersión en metanol 
durante 10 segundos. Posteriormente, membrana, papeles de filtro y gel SDS-PAGE 
fueron sumergidos durante 2 minutos en tampón de transferencia, de composición 48 
mM Tris-HCl pH 9.2, 39 mM glicina, 0.462 g/L SDS y 20% metanol. Las distintas capas 
se dispusieron en el equipo en el siguiente orden, de ánodo a cátodo: primer papel de 
filtro, membrana de PVDF, gel SDS-PAGE y segundo papel de filtro (Fig. 5).  
Con cuidado de no introducir burbujas ni dañar el sistema, se eliminó el exceso de 
líquido por presión antes de cerrar el equipo y conectarlo a la fuente. El voltaje aplicado 




Fig. 5. Disposición de las distintas capas de materiales para la transferencia de proteínas de un gel a una membrana 
mediante electrotransferencia. Imagen tomada de BioRad y modificada para añadir la traducción al español de los 
componentes indicados. 
Una vez finalizada la transferencia, se transfirió cada membrana de PVDF a una cubeta 
con solución de bloqueo: 2% leche descremada en TBS-T (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 
mM NaCl y 0.1 % v/v Tween 20). El bloqueo se mantuvo durante al menos 6 horas, O/N 
cuando fuera posible, en agitación a 100 rpm. 
4.3.2.2. Revelado 
Una vez finalizado el bloqueo, se sometió la membrana a 3 lavados de 5 minutos con 
50 mL de TBS-T, tras lo cual se procedió a la incubación con el anticuerpo primario 
durante una hora. Según la proteína que se buscaba detectar en cada momento, se 
emplearon anticuerpos policlonales anti-FurB o anti-FurC a dilución 1:1000. Ambos 
anticuerpos fueron obtenidos en conejo. Tras la incubación, se realizaron 3 nuevos 
lavados de 5 minutos con 50 mL TBS-T, seguidos de incubación con el anticuerpo 
secundario, anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa y producido en cabra (Sigma 
A9162), a dilución 1:10000. Pasada una hora, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con 
50 mL TBS-T, seguidos de 2 lavados de 5 minutos con 50 mL tampón fosfocitrato, de 
composición 24.3 mM ácido cítrico, 5.14 mM Na2HPO4 y pH 5.3. 
El paso final de revelado implica la preparación previa de la solución de color. Por cada 
membrana a revelar, se disolvieron 20 mg de TMB y 80 mg de DONS por separado en 
1 mL de EtOH absoluto a 60ºC. Una vez disueltos, se añadieron junto con 8 mL 
adicionales de EtOH a 30 mL de tampón fosfocitrato. Finalmente, se añadieron 15 μL 
de H2O2 a la mezcla e, inmediatamente después, se vertieron a un recipiente 
conteniendo la membrana. Una vez generado suficiente color y antes de alcanzar la 









4.4. Ensayos de retardo en gel 
La valoración de la afinidad in vitro de FurB y FurC a distintas secuencias promotoras 
se realizó mediante ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA, del inglés 
Electrophoretic Mobility Shift Assay). Esta técnica se basa en la formación de complejos 
DNA-proteína de mayor peso molecular que el DNA libre, con menor movilidad 
electroforética. La realización de estos ensayos implica, en primer lugar, la obtención de 
fragmentos de DNA conteniendo las regiones promotoras correspondientes, para luego 
realizar el ensayo EMSA. 
4.4.1. Obtención de las regiones promotoras de los genes mediante PCR 
Los promotores empleados para los ensayos EMSA se amplificaron mediante la técnica 
de PCR mediante un termociclador Thermo Cycler 2720 (Applied Biosystems). Se 
emplearon cebadores diseñados para amplificar fragmentos de hasta 500 pb 
conteniendo el promotor de interés, entre 150 y 350 pares de bases upstream del ATG, 
empleando DNA genómico de Anabaena PCC7120 como molde. Estos cebadores se 
incluyen en la tabla S1 del Material Suplementario. 
La mezcla de reacción por tubo fue de 5 μL Buffer 10x, 1.5 μL MgCl2 50 mM, 1 μL dNTPs 
10 mM, 2.5 μL de cada cebador 10 mM, 0.5 μL de Taq Polimerasa 1 U/μL BIOTOOLS y 
50 ng de DNA genómico de Anabaena PCC7120, a volumen total de 50 μL.  
El programa de termociclador seguido se detalla en la tabla S2 del Material 
Suplementario. La temperatura de hibridación se modificó para cada par de cebadores, 
eligiendo una temperatura entre 2 y 4ºC por debajo de la Tm más baja de la pareja y con 
un mínimo de 40ºC a fin de evitar amplificaciones inespecíficas. El tiempo elegido para 
esta fase, de 30 segundos, se corresponde a una velocidad de amplificación esperada 
de 1 kb/s y a un tamaño medio de promotor de 500 pb.  
La limpieza de los promotores amplificados para eliminar restos de cebadores, 
nucleótidos y enzimas se realizó mediante el uso de columnas GFX™ PCR DNA and 
Gel Band Purification Kit (Sigma Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
concentración de DNA obtenida se cuantificó mediante un equipo NanoVue PlusTM (GE 
Healthcare), empleando como blanco agua Mili-Q y con un volumen de 3 μL por medida. 
4.4.2. Preparación de geles para ensayos de cambio de la movilidad 
electroforética (EMSA) 
Los geles empleados fueron geles no desnaturalizantes al 6% de acrilamida-
bisacrilamida, cuya composición se detalla en la tabla 2. El tampón de electroforesis 
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empleado fue diluido desde un stock 5x de composición glicina 142 g/L, Tris 30,28 g/L 
y pH 8.5. Adicionalmente, en los casos indicados se añadió MnCl2 a concentración final 








4.4.3. Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) 
Los pocillos de los geles se limpiaron manualmente mediante inyección de tampón de 
electroforesis a presión, con cuidado de no dañarlos, antes de precorrer a 60 V durante 
al menos 30 minutos a 4ºC para equilibrar el sistema y desplazar posibles restos de 
poliacrilamida o PSA en el pocillo, que podrían interferir en la interacción DNA-proteína. 
Las muestras de incubación se prepararon con 50 ng del promotor de interés, 50 ng del 
promotor competidor, tampón de unión 10x, BSA 1 mg/mL y DTT 20 mM para una 
composición final de la mezcla de reacción de 10 mM Bis-Tris pH 7.5, 40 mM KCl, 5% 
v/v glicerol, 0.05 mg/ml de BSA y 1 mM DTT.  
La determinación de especificidad de unión requiere de la incubación en presencia de 
DNA competidor, en este caso el fragmento interno del gen pkn22 de Anabaena 
PCC7120 (ifpkn22), de forma que si se observara unión a este fragmento no se pudiera 
considerar la unión a cualquier otro DNA del carril como un efecto específico. Como 
metales correguladores de FurB y FurC, se adicionó ZnSO4 y MnCl2 a concentración 
final de 5 μM y 100 μM, respectivamente. La concentración de proteína añadida fue del 
rango de nanomolar, y en todo caso se adicionó en último lugar a la mezcla. 
Tras una incubación de 30 minutos, se añadieron 3 μL de tampón de carga (composición 
final 1x igual a la del tampón de unión, con un 50% de glicerol y 0.0025 % m/v de azul 
de bromofenol). Tras limpiar los pocillos de nuevo, se cargó un total de 18 μL por pocillo 
y se realizó la electroforesis a 90 V durante 110 minutos.  
El revelado se llevó a cabo con 5 μL de SYBR Safe Fluorescent Dye 10000x (Invitrogen) 
disueltos en 50 mL del tampón de electroforesis, dejando el gel en agitación suave en 
esta disolución durante 10 minutos en oscuridad. La visualización de los ácidos 
nucleicos teñidos se realizó en un dispositivo Gel Doc 2000 (BioRad). 
Componente Gel separador 6% 
H2O 5.79 mL 
Acrilamida / bisacrilamida 30% 2 mL 
Tampón de electroforesis 10x 0,93 mL 
Glicerol 50% 1.40 mL 
PSA 10% 50 μL 
TEMED 30 μL 





5.1. Estudio del efecto de la interacción entre FurB y FurC sobre su función 
fisiológica 
Dados los resultados previos apuntando hacia una posible interacción entre FurB y 
FurC, se decidió estudiar el efecto de la presencia de una u otra proteína sobre su 
función individual. La función principal de las proteínas Fur consiste en la regulación 
transcripcional, por ello, se realizaron ensayos de retardo en gel (EMSAs), que permiten 
valorar la unión de una proteína a un promotor según la formación de un complejo DNA-
proteína de migración retardada respecto al DNA libre. Si en presencia de una proteína 
adicional se produce una variación en el retardo de la movilidad electroforética producido 
por FurB o FurC sobre promotores de genes que regulan, esto indicaría que la potencial 
interacción entre FurB y FurC podría tener consecuencias funcionales. 
Para excluir la posibilidad de que el efecto fuese inespecífico se añadió el regulador 
transcripcional HrsA de Helicobacter pylori (gen hp1043)(135) a una mezcla de 
incubación con el promotor de un gen regulado por uno de los dos parálogos Fur en 
lugar del otro parálogo Fur correspondiente.  
Los ensayos EMSA se realizaron en presencia de cinc y manganeso como metales 
correguladores para FurB y FurC, respectivamente, a fin de asegurar su funcionalidad. 
El manganeso se empleó en sustitución del hierro (corregulador fisiológico de FurC) por 
ser equivalente, pero tener menor propensión a la precipitación, siendo así más 
adecuado para ensayos in vitro.  
5.1.1. Efecto de la presencia de FurC sobre la unión de FurB a promotores de 
genes que regula 
Los genes sodA (all0070) y catA (alr0998) de Anabaena PCC7120 fueron seleccionados 
como genes diana regulados por FurB para valorar el efecto de la adición de FurC sobre 
la capacidad de unión de FurB a sus secuencias diana. El primero de estos genes, sodA, 
codifica para la Mn-superóxido dismutasa A, mientras que catA corresponde a la Mn-
catalasa A, siendo ambos genes relacionados con la defensa ante estrés oxidativo a 
cuyos promotores FurB es capaz de unirse de forma específica in vitro, y cuya expresión 
se ve reprimida a consecuencia de su unión (34). 
Además del control de HrsA, se realizó un control positivo de la actividad de FurC 
consistente en una mezcla de incubación de FurC con el promotor del gen prxA (alr4641) 
de Anabaena PCC7120, que codifica para la peroxirredoxina A, diana directa descrita 
de este regulador transcripcional (35). La figura 6 muestra los resultados obtenidos para 
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la unión de FurB al promotor del gen sodA en ausencia o presencia de FurC, a una 











Los resultados mostrados en la figura 6 indican que la presencia de FurC (carriles 3 y 
4) no altera el retardo que produce FurB con el promotor de sodA. Estos resultados 
indican que FurC no estaría impidiendo o reduciendo la unión de FurB a PsodA in vitro. 
Sin embargo, ya que el retardo del promotor es completo, no permite observar un 
potencial efecto potenciador sobre la unión, por lo cual se procedió a realizar un nuevo 
ensayo a menor concentración de FurB, 500 nM, y manteniendo la ratio de 
concentración entre FurC y FurB tanto a 1:2 como 1:1. Los resultados de este ensayo 








 PsodA PprxA 
[FurB] (nM) - 800 800 800 - - 800 - - - 
[FurC] (nM) - - 400 800 400 800 - - - 400 
[HrsA] (nM) - - - - - - 800 800 - - 
          
PsodA / PprxA ➙ 
ifpkn22 ➙ 
1          2          3           4          5           6          7           8         9         10        
Fig. 6. Ensayo de retardo en gel para la valoración de la interacción de FurB 800 nM con el promotor del gen sodA 
(carriles 1-8) en presencia o ausencia de FurC, o HrsA como control negativo. Los carriles 9 y 10 se corresponden al 
control positivo de interacción de FurC con el promotor del gen prxA.  
PsodA / PprxA ➙ 
ifpkn22 ➙ 
Fig. 7. Ensayo de retardo en gel para la valoración de la interacción de FurB 500 nM con el promotor del gen sodA 
(carriles 1-8) en presencia o ausencia de FurC, o HrsA como control negativo. Los carriles 9 y 10 se corresponden al 
control positivo de interacción de FurC con el promotor del gen prxA.  
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PsodA PprxA 
[FurB] (nM) - 500 500 500 - - 500 - - - 
[FurC] (nM) - - 250 500 250 500 - - - 250 




En la figura 7 se puede observar que parte del promotor incluido permanece libre, sin 
formar complejo con FurB (carriles 2, 3 y 4). De nuevo, el retardo del promotor de sodA 
en presencia de FurB se mantiene inalterado independientemente de la presencia de 
FurC en las condiciones ensayadas. Por tanto, FurC no muestra tener un efecto ni 
activador ni inhibidor sobre la unión de FurB al promotor de sodA. 
A continuación, se realizó el ensayo equivalente para la interacción de FurB a 
concentración 800 nm con el promotor de catA, cuyos resultados quedan representados 















Los resultados obtenidos para el promotor de catA son similares a los observados con 
el promotor de sodA, observándose una migración retardada del promotor en presencia 
de FurB (Fig. 8 - carriles 2, 3, 4 y 7) con respecto al promotor libre (Fig. 8 - carril 1), 
independientemente de la presencia de FurC a cualquiera de las concentraciones 
ensayadas, por lo que FurC no estaría mostrando un efecto inhibidor sobre la unión de 
FurB al promotor de catA. 
Al igual que en caso de PsodA, el presente ensayo no permite observar un potencial 
efecto positivo, ya que la concentración de FurB es suficiente para provocar el retardo 
de la totalidad del promotor empleado, por lo que se realizó un ensayo a una 
concentración 500 nM de FurB. Los resultados obtenidos en este caso quedan 
recogidos a continuación en la figura 9. 
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Fig. 8. Ensayo de retardo en gel para la valoración de la interacción de FurB 800 nM con el promotor del gen catA en 
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Como se muestra en la figura 9, el retardo de FurB con el promotor de catA tampoco se 
vio alterado por la presencia de FurC, quedando la misma cantidad de promotor libre en 
cada caso (Fig. 9 – carriles 2, 3 y 4), por lo que se concluye que FurC tampoco ejerce 
un efecto activador sobre la unión de FurB al promotor de catA. 
En conclusión, los ensayos EMSA realizados sugieren que FurC no tiene un efecto 
inhibidor ni potenciador sobre la capacidad de unión in vitro de FurB a los promotores 
de genes que regula. De haber interacción entre FurC y FurB, no estaría modificando la 
capacidad de unión al DNA de FurB al menos in vitro y en las condiciones de ensayo 
probadas en este trabajo.  
5.1.2. Efecto de FurB sobre la unión de FurC a promotores de genes que regula 
El gen hetZ (alr0099) de Anabaena PCC 7120 fue elegido para el EMSA de valoración 
del efecto de FurB sobre la unión de FurC in vitro a promotores de genes cuya expresión 
regula. Se trata de un gen que codifica para HetZ, un regulador transcripcional esencial 
para la diferenciación a heterocistos (136) identificado como diana cuya expresión se ve 
regulada por FurC (43). 
En esta ocasión se emplearon tanto geles como tampón de electroforesis con MnCl2 a 
concentración final 100 μM ya que son las condiciones óptimas para observar el retardo 
de FurC con este tipo de promotores. Los resultados obtenidos en estas condiciones 





[FurB] (nM) - 500 500 500 - - 500 - 
[FurC] (nM) - - 250 500 250 500 - - 
[HrsA] (nM) - - - - - - 500 500 
Fig. 9. Ensayo de retardo en gel para la valoración de la interacción de FurB 500 nM con el promotor del gen catA en 




















El retardo de la migración del promotor de hetZ en presencia de FurC (carriles 2, 3, 4 y 
7 de la Fig. 10) se puede observar en la formación de una banda a diferente altura que 
el DNA libre (carril 1), como era de esperar. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurría 
en los ensayos anteriores, la presencia de FurB muestra tener un efecto potenciador 
sobre el retardo del promotor, observándose bandas más tenues (carriles 3 y 4) 
compatibles con la formación de un complejo incluyendo FurB, FurC y el promotor de 
hetZ. Dado que esto no se observa para el control con HrsA (carril 7), no se trata de un 
efecto inespecífico. 
 
5.2. Análisis de la presencia de hetero-oligómeros de FurC y FurB in vivo 
A fin de determinar la presencia in vivo de hetero-oligómeros de FurC y FurB en 
muestras de cultivos de Anabaena PCC7120, se realizaron ensayos de Western Blot 
sobre distintas fracciones con un anticuerpo policlonal anti-FurB y anti-FurC de forma 
independiente. Las fracciones analizadas fueron tanto de proteína soluble como de 
membrana. Además, estos experimentos se llevaron a cabo en condiciones no 
reductoras y reductoras, dada la potencial implicación de residuos susceptibles a la 
reducción en las interacciones entre proteínas.  
Se analizaron muestras de diferentes cepas disponibles en nuestro laboratorio: wild-
type (WT), cepa de sobreexpresión de FurB (↑B), cepa de deleción de FurB (ΔB) y cepa 
de sobreexpresión de FurC (↑C). En cada ocasión se cargó en cada pocillo una cantidad 
de proteína proporcional a un número de células equivalente, de aproximadamente 107 
células de Anabaena PCC7120 por cada pocillo. Esta normalización a cantidad de 
células en lugar de a cantidad de proteína se debe a las diferencias en proteína total de 
las distintas cepas. 
Fig. 10. Ensayo de retardo en gel para la valoración de la interacción de FurC con el promotor del gen hetZ en presencia 
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Previamente en nuestro laboratorio se había comprobado la especificidad del anticuerpo 
policlonal anti-FurC empleado en el presente trabajo, por lo que se procedió a valorar la 
potencial reactividad cruzada del anticuerpo policlonal anti-FurB sobre una muestra de 
FurC purificada. Estos controles de inespecificidad revelaron que los anticuerpos 
primarios eran específicos de sus proteínas dianas y no mostraban reactividad cruzada 
entre estos dos parálogos Fur.  
5.2.1. Análisis de la presencia de hetero-oligómeros (FurB/FurC) en la fracción soluble 
5.2.1.1. Resultados obtenidos en condiciones no reductoras 
Los resultados obtenidos para las cepas WT, de sobreexpresión de FurB y de deleción 













La figura 11A permite observar que FurB presenta tres formas en las cepas WT y de 
sobreexpresión de FurB: el monómero de 15 kDa, el dímero de 30 kDa y el trímero de 
45 kDa, aproximadamente. La banda del dímero se corresponde a un peso molecular 
ligeramente superior al observado para la cepa WT por razones desconocidas.  
Respecto a las formas de FurC, se pueden observar en la figura 11B bandas a 14 kDa 
en las tres cepas, inferior al peso molecular del monómero, de 17.2 kDa. Esto estaría 
indicando la posibilidad de que FurC esté siendo proteolizada. También se observan 
bandas compatibles con dímeros y trímeros de esta proteína. 
Al comparar ambas figuras, se observa una banda compatible con heterodímeros en 
muestras de la cepa WT al revelar con ambos anticuerpos, con un peso molecular de 
unos 32 KDa. Sin embargo, ya que se observa en la cepa de deleción de FurB al revelar 
con el anticuerpo anti-FurC, se descarta que se trate de un heterodímero. Además, si 
Fig. 11. Membranas de Western blot, para muestras de proteína soluble tratadas con tampón de carga no reductor 
correspondientes a las cepas wild-type (WT), de sobreexpresión de FurB (↑B) o de deleción de FurB (ΔB). A) Membrana 
revelada con un anticuerpo policlonal anti-FurB. B) Membrana revelada con un anticuerpo policlonal anti-FurC. MW: 
marcador de pesos moleculares. Marcadas en cada caso con M, D y T respectivamente las zonas cuyas bandas se 
corresponden a monómeros, dímeros o trímeros, respectivamente. 
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se tratase de un heterodímero, se esperaría observar un aumento de la banda de dímero 
en la cepa de sobreexpresión de FurB, lo cual se observa al revelar con el anticuerpo 
anti-FurB pero no con anti-FurC. 
Por último, existen bandas en ambas figuras compatibles con la masa molecular de 
heterotrímeros. Sin embargo, parece tratarse de bandas inespecíficas, ya que también 
aparecen al revelar con anti-FurB sobre la muestra de la cepa de deleción de FurB. 
5.2.1.2. Resultados obtenidos en condiciones reductoras 
Los resultados obtenidos al analizar las muestras de las cepas WT, de sobreexpresión 
de FurB y de deleción de FurB tratadas con tampón de carga reductor con β-
mercaptoetanol fueron los indicados a continuación en las figuras 12A (revelado con 











La figura 12 muestra patrones de bandas similares a los observados para condiciones 
no reductoras (Fig. 11). En el caso del revelado con el anticuerpo anti-FurB, se observa 
una disminución de la intensidad de las bandas de alto peso molecular, aumentando así 
la proporción de monómero. Previsiblemente, esto se debería a la reducción de puentes 
disulfuro implicados en el mantenimiento de las formas oligoméricas de FurB.  
Las bandas correspondientes a dímeros observadas para FurB en el mutante de 
sobreexpresión de FurB no están presentes al revelar con el anticuerpo anti-FurC, 
mientras que las correspondientes a dímeros observadas para FurC se mantienen en el 
mutante de deleción de FurB. Por tanto, no se pueden considerar heterodímeros. 
Respecto al posible trímero, se observa de forma similar en las cepas WT y ΔFurB al 
Fig. 12. Membranas de Western blot para muestras de proteína soluble tratadas con tampón de carga reductor 
correspondientes a la cepa wild-type (WT), de sobreexpresión de FurB (↑B) o de deleción de FurB (ΔB).  A) Membrana 
revelada con un anticuerpo policlonal contra FurB. B) Membrana revelada con un anticuerpo policlonal contra FurC. MW: 
marcador de pesos moleculares. Marcadas en cada caso con M, D y T respectivamente las zonas cuyas bandas se 
corresponden a monómeros, dímeros o trímeros, respectivamente. 
 
 
































revelar con anticuerpo anti-FurB, lo que de nuevo sugiere que se trata de una proteína 
reconocida inespecíficamente. 
Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos sobre proteína soluble apuntan a 
que FurB está presente como monómero soluble a su masa molecular esperada de 15 
kDa, mientras que el monómero de FurC se encuentra a unos 13-14 kDa y podría estar 
sufriendo proteólisis. Por otro lado, los resultados no apoyan la existencia de un 
heterodímero FurB/FurC, sino que las bandas correspondientes a dímeros 
probablemente sean homodímeros.  
 
5.2.2. Análisis de la presencia de hetero-oligómeros (FurB/FurC) en la fracción 
de membrana 
La localización en membrana es un mecanismo de regulación descrito en múltiples 
organismos procariotas (Introducción - Apartado 2.7), incluyendo la proteína Fur en 
Synechocystis PCC6803. Por tanto, ya que los resultados anteriores no permitieron la 
visualización de hetero-oligómeros en proteína soluble, se valoró la posibilidad de que 
éstos se encontraran en asociación a membranas. Se analizaron por Western blot 
muestras de proteínas de membrana para distintas cepas de Anabaena PCC7120, tanto 
con anticuerpos anti-FurB como anti-FurC, en condiciones reductoras y no reductoras. 
5.2.2.1. Resultados obtenidos en condiciones no reductoras 
Los resultados al analizar muestras de las cepas WT, de sobreexpresión de FurB, de 
deleción de FurB y de sobreexpresión de FurC, tratadas con tampón de carga sin              










Fig. 13. Membranas de Western blot para muestras de proteínas de membrana tratadas con tampón de carga no reductor 
correspondientes a las cepas wild-type (WT), de sobreexpresión de FurB (↑B), de deleción de FurB (ΔB) o de 
sobreexpresión de FurC (↑C). A) Membrana revelada con un anticuerpo policlonal anti-FurB. B) Membrana revelada con 
un anticuerpo policlonal anti-FurC. MW: marcador de pesos moleculares. Marcadas en cada caso con M, D y T 
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Sorprendentemente, las bandas observadas en la figura 13A presentan una alta 
intensidad para las cuatro cepas, incluida la cepa wild-type, lo que estaría indicando una 
fuerte presencia de FurB en las membranas de Anabaena PCC7120. Dado que se buscó 
cargar en cada carril una cantidad de proteína equivalente en todos los ensayos, la 
comparación con los resultados obtenidos para fracción soluble (Fig. 11) indicaría que 
FurB se encuentra en mayor medida localizada en membrana en Anabaena PCC7120 
wild-type. 
Por otro lado, interesantemente, las bandas correspondientes a monómeros de FurB 
observadas en membranas (Fig. 13A) se corresponden a un peso molecular superior al 
esperado de 15.1 kDa, alcanzando los 18-19 kDa. Una posible explicación a esto sería 
que FurB se encuentre unida covalentemente a un linker de unión a membrana, o a un 
fragmento de uno.  
Al igual que en el caso de proteína soluble (Fig. 11A y Fig. 12A), al revelar con el 
anticuerpo anti-FurB se observan bandas en la cepa de deleción de FurB a 42 kDa y 50 
kDa aproximadamente. La banda observada a 50 kDa indicaría que los potenciales 
trímeros observados en el resto de cepas podrían de nuevo tratarse de proteínas 
reconocidas inespecíficamente. 
Los resultados obtenidos para el revelado con el anticuerpo monoclonal anti-FurC, 
incluidos en la figura 13B, permiten observar bandas tenues a unos 17 kDa, peso 
molecular del monómero de FurC. Su baja intensidad estaría indicando una baja 
presencia de FurC en membranas. 
Comparando las figuras 13A y 13B, no se observa la presencia de bandas compatibles 
con oligómeros FurB-FurC en la fracción de membrana, al igual que ocurría en la 
fracción soluble. 
5.2.2.2. Resultados en condiciones reductoras 
La figura 14 muestra los resultados obtenidos en el ensayo de Western Blot sobre 
muestras de las cepas WT, de sobreexpresión de FurB, de deleción de FurB y de 
sobreexpresión de FurC. Todas fueron tratadas con tampón de carga con el agente 
reductor β-mercaptoetanol, y las membranas fueron reveladas con el anticuerpo 

















De forma similar a lo observado para proteína soluble (Fig. 13), el tratamiento con un 
tampón de carga reductor genera bandas correspondientes a monómeros de FurB más 
intensas, en esta ocasión a 18-19 kDa, mientras la presencia de oligómeros es menor, 
probablemente debido a su disociación en monómeros a consecuencia de la reducción. 
Estos resultados reafirman la abundante presencia de FurB en la fracción de proteína 
de membrana incluso en la cepa WT. 
Respecto a FurC, los resultados son similares a los obtenidos en condiciones no 
reductoras (Fig. 13B), con la diferencia de que las bandas de monómero presentan una 
intensidad mayor a consecuencia de la reducción de complejos de alto peso molecular.  
De forma general para proteína de membrana, aunque no se observa gran cantidad de 
FurC, sí hay una alta presencia de FurB en la fracción de membrana. Se puede observar 
el monómero de FurB, con una masa molecular superior, de 18-19 kDa, así como un 
homodímero. 
 
5.3. Búsqueda de FtsH en Anabaena PCC7120 
Los resultados previos en los cuales se observaba que FurB podría estar unida a 
membrana y a un peso molecular del monómero superior al esperado, resultaron de 
gran interés. Por ello se estudió la bibliografía y se encontró que se había descrito la 
presencia en membranas de Fur de Synechocystis PCC6803, homólogo a FurA en 
Anabaena PCC7120, y que es proteolizada por una proteasa FtsH. Esto llevó a plantear 
la posibilidad de que FurB fuera sujeto de un mecanismo regulatorio similar. Como se 
ha comentado en el apartado de Introducción, Synechocystis PCC6803 presenta cuatro 
proteínas FtsH. Sin embargo, los ortólogos de estas proteínas en Anabaena PCC7120 
Fig. 14. Membranas de Western blot para muestras de proteínas de membrana tratadas con tampón de carga reductor 
correspondientes a las cepas wild-type (WT), de sobreexpresión de FurB (↑B), de deleción de FurB (ΔB) o de 
sobreexpresión de FurC (↑C). A) Membrana revelada con un anticuerpo policlonal anti-FurB. B) Membrana revelada con 
un anticuerpo policlonal anti-FurC. MW: marcador de pesos moleculares. Marcadas en cada caso con M, D y T 
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se desconocen. Por tanto, se llevó a cabo una búsqueda de proteínas FtsH presentes 
en Anabaena PCC7120 mediante la realización de un BLAST proteico con las 
secuencias de las distintas FtsH presentes en Synechocystis PCC6803. 
En primer lugar, en vista de que las secuencias de las cuatro proteínas FtsH de 
Synechocystis PCC6803 son similares, se realizó un alineamiento de las secuencias de 
FtsH1-4 de Synechocystis PCC6803, para poder interpretar adecuadamente los 
resultados del BLAST con las proteínas de Anabaena PCC7120. Este alineamiento 
queda recogido en la figura S1 del Material Suplementario. 
 
El alineamiento permitió observar que la secuencia N-terminal de estas proteínas se 
encuentra poco conservada, con grandes diferencias hasta los 150-200 residuos (Fig. 
S1 – Flecha azul). Sin embargo, la zona central, hasta los 375-400 residuos (Fig. S1 – 
Flecha naranja), se encuentra altamente conservada. Esta zona se corresponde con el 
dominio AAA+ ATPasa, siendo su conservación justificada por el carácter general de la 
función que ejerce esta región. Por otra parte, la zona C-terminal, correspondiente al 
dominio proteasa, mantiene una gran similitud, pero con una menor identidad, lo que 
podría indicar diferencias en la función proteasa de cada FtsH en Synechocystis 
PCC6803.  
La realización de un BLAST mediante un algoritmo “BLASTP – 2 sequences” sobre 
estas secuencias permitió determinar un porcentaje de identidad entre cada pareja de 
estas cuatro proteínas de entre 48.61 % para FtsH2/FtsH4 y del 66.61 % para 
FtsH1/FtsH2, con un porcentaje de cobertura de entre el 86% y el 97%, 
respectivamente. 
A continuación, se realizaron cuatro BLAST consecutivos con un algoritmo BLASTP 
“protein-protein BLAST”, cada uno con una FtsH de Synechocystis PCC6803 diferente 
y sobre el genoma de Anabaena PCC7120, a fin de determinar posibles ortólogos FtsH. 
En cada ocasión se seleccionaron los resultados con un e-valor cercano o igual a cero, 
correspondiente al máximo nivel de significación, así como un mínimo del 50% de 
identidad y de cobertura de secuencia. De esta forma, para cada una de las cuatro FtsH 
de Synechocystis PCC6803 se identificaron 4 posibles homólogos en Anabaena 
PCC7120, pero con diferentes valores para los parámetros considerados en el BLAST. 
Los resultados obtenidos se corresponden a las proteínas codificadas por los genes 
all4776, all3642, all4936 y alr1261, cuyos parámetros de homología respecto a las 




Tabla 3. Resultados más significativos del análisis por BLAST de las cuatro proteínas FtsH de Synechocystis PCC6803 
sobre Anabaena PCC7120, incluyendo los parámetros de porcentaje de identidad y cobertura de la secuencia de cada uno 
de los resultados con cada uno de los cuatro homólogos, así como el e-valor (indicativo de la significación del alineamiento).  
 Identidad (%) Cobertura (%) E-valor 
 FtsH1 FtsH2 FtsH3 FtsH4 FtsH1 FtsH2 FtsH3 FtsH4 FtsH1 FtsH2 FtsH3 FtsH4 
All4776  67.25 67.85 59.31 51.32 85 85 93 83 0.0 0.0 0.0 
1.8 · 
10-176 
All3642  66.55 81.35 62.85 50.51 86 86 92 92 0.0 0.0 0.0 0.0 






Alr1261 56.22 58.36 83.74 51.24 87 97 98 94 0.0 0.0 0.0 0.0 
 
El porcentaje de identidad en la mayoría de casos se encuentra entre el 50.51% y 
67.85%, mientras que el porcentaje de cobertura se encuentra a valores superiores al 
75%. Las dos notables excepciones son All3642, que presenta un 81.35% de identidad 
con FtsH2, y Alr1261, con un 83.74% de identidad con FtsH3. 
Se realizaron alineamientos de los cuatro posibles ortólogos en Anabaena PCC7120 
individualmente con cada una de las FtsH1-4 de Synechocystis PCC6803, los cuales se 
incluyen en el Material Suplementario (Fig. S2 a S17). De forma general, los resultados 
son similares a los obtenidos en el alineamiento de FtsH1-4 (Fig. S1): la zona N-terminal 
está mínimamente conservada, la central presenta una alta identidad y la zona C-terminal 
se encuentra conservada en menor medida. Por lo tanto, es difícil asignar a cada FtsH de 
Synechocystis PCC6803 su ortólogo, ya que en la mayoría de los casos presentan una 
similitud similar a los homólogos de Anabaena PCC7120 a la que presentan entre sí. 
Sin embargo, los alineamientos de All3642 con FtsH2 y de Alr1261 con FtsH3, en 
concordancia con los parámetros del BLAST obtenidos, revelaron una identidad casi 
completa a lo largo de la totalidad de sus secuencias. Por tanto, los resultados sugieren 
que los ortólogos FtsH2 y FtsH3 en Anabaena PCC7120 son All3642 (Fig. S7) y Alr1261 
(Fig. S13), respectivamente. 
Por último, se llevó a cabo un árbol filogenético incluyendo las secuencias de las FtsH 
descritas en Synechocystis PCC6803 y aquellas identificadas en Anabaena PCC7120, 
que se incluye en la figura 15. En este árbol, FtsH2 y All3642, así como FtsH3 y Alr1261, 





Fig 15. Árbol filogenético derivado del 
alineamiento múltiples de las secuencias de las 
cuatro proteínas FtsH de Synechocystis 
PCC6803 y All4776, All3642, All4936 y Alr1261 
de Anabaena PCC7120 generado por el 
método de Neighbour-joining por Clustal O y 





La regulación de la expresión génica es vital para el correcto desarrollo de los seres 
vivos y su adaptación a un entorno cambiante. Los factores de transcripción permiten la 
represión o activación de la expresión de genes específicos en respuesta a diferentes 
señales ambientales, mediante rutas de señalización que pueden incluir mecanismos 
como las interacciones transitorias entre proteínas (55). La interacción entre factores de 
transcripción puede llevar a diferencias en el patrón de expresión génica, ya sea por la 
inhibición de su función por mutuo secuestro o mediante la alteración de su especificidad 
de unión. Esto puede observarse en ejemplos como el de los hetero-oligómeros 
alternativos de los reguladores de respuesta HsfA y MXAN4899 (69). 
Anabaena PCC7120 presenta tres proteínas pertenecientes a la superfamilia FUR de 
reguladores transcripcionales, denominadas FurA, FurB y FurC. Ya que se había 
observado anteriormente su capacidad de interregulación (33), así como indicios de que 
al menos FurB y FurC podrían estar interaccionando tanto in vitro como in vivo (45,46), 
se desarrolló el presente trabajo con el objetivo de profundizar en el estudio de la posible 
interacción entre FurB y FurC. 
6.1. FurB interacciona con el complejo FurC/DNA in vitro 
Los resultados obtenidos de los ensayos de retardo de la movilidad electroforética 
llevados a cabo en este trabajo, no permitieron observar un efecto de FurC sobre la 
capacidad de unión de FurB a los promotores de genes que regula. Sin embargo, sí se 
observó que FurB es capaz de formar un complejo junto con FurC y el promotor del gen 
hetZ in vitro, incrementando el retardo de la banda, pero no directamente al promotor en 
ausencia de FurC. Por tanto, este efecto no estaría teniendo lugar por la interacción 
directa con el DNA, sugiriendo que se debe a la interacción de FurB con FurC en 
presencia de la secuencia promotora a la que FurC se une. 
Dado que los EMSAs son ensayos in vitro, es posible que esta interacción no tenga 
lugar en las condiciones in vivo, así como que sí exista un efecto inhibidor o potenciador 
de la unión de cada parálogo a sus promotores diana en presencia del otro, en 
condiciones diferentes a las empleadas en los ensayos. Tanto FurB como FurC son 
proteínas implicadas en la respuesta al estrés oxidativo, por lo que su estado redox 
podría influir en su potencial interacción y/o sus efectos funcionales. Adicionalmente, en 
este trabajo se ha analizado únicamente el efecto de la presencia de FurB sobre la unión 
de FurC al promotor de hetZ, por lo que en el futuro se deberán realizar experimentos 
similares con otras dianas directas de FurC para estudiar si el efecto es específico para 
algunos promotores o si, por el contrario, se trata de un efecto generalizado. 
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De ser un efecto generalizado, las consecuencias fisiológicas que produciría este 
aumento de la unión de FurC a sus promotores en presencia de FurB podrían ser varias. 
En el caso de que FurC actúe como represor, la presencia de FurB estaría produciendo 
la hiper-represión de los genes regulados por FurC. Sin embargo, también se ha descrito 
que FurC, al igual que otros parálogos Fur, podría estar actuando en ciertas ocasiones 
como activador transcripcional, como es el caso de hetZ (43,137). En estos casos, la 
unión de FurB podría potenciar la activación de la expresión. A fin de determinar el 
significado fisiológico de la interacción observada, sería necesario comprobar el efecto 
sobre la expresión génica a través de técnicas in vivo, como la qRT-PCR comparativa 
entre la cepa WT y cepas de sobreexpresión y/o deleción de FurB y FurC. 
6.2. No se observan hetero-oligómeros FurB/FurC in vivo en Anabaena 
PCC7120 
A pesar de las evidencias de que existe una interacción entre FurB y FurC, ninguna de 
las muestras analizadas por Western blot mostró contener formas oligoméricas de FurB 
y FurC compatibles con hetero-oligómeros, tanto en fracciones de proteína soluble como 
de proteína de membrana. Aunque se observaron en ambos casos bandas proteicas de 
peso molecular compatibles con dímeros, su presencia en el mutante de deleción de 
FurB al revelar con anticuerpo anti-FurC permitiría descartar que se tratara de 
heterodímeros, siendo probablemente homodímeros FurB/FurB y FurC/FurC, 
respectivamente, al revelar con anticuerpos contra FurB o FurC. 
Las bandas proteicas de peso molecular compatible con trímeros se observaron de 
forma continuada en todas las muestras analizadas, incluidas las correspondientes a la 
cepa de deleción de FurB al revelar con un anticuerpo anti-FurB, por lo que no se trataría 
de un heterotrímero. Sin embargo, sí podría ser un verdadero homotrímero de FurC.  
El hecho de que no se observe la presencia de hetero-oligómeros in vivo en los ensayos 
realizados, pese a su capacidad de interaccionar observada previamente in vitro e in 
vivo en un sistema heterólogo, puede deberse a varias razones. En primer lugar, es 
posible que realmente no interaccionen en las condiciones de cultivo empleadas, 
pudiendo ser necesarias condiciones específicas para su establecimiento in vivo. Esto 
estaría en concordancia con resultados previos de ensayos de doble híbrido, mostrando 
su interacción en medio completo, que incluye extracto de levadura, pero no en medio 
mínimo, por lo que esta interacción podría ser sensible a las condiciones de cultivo (46).  
Por otro lado, los hetero-oligómeros pueden estar estableciendo interacciones débiles, 
disociándose durante el proceso de extracción y separación electroforética. Aunque se 
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pueden observar bandas compatibles con homo-dímeros tanto para FurB como para 
FurC, las potenciales interacciones FurB/FurC pueden basarse en fuerzas de diferente 
naturaleza a las que estabilizan los homo-oligómeros. De esta forma, es posible que las 
condiciones del ensayo no afecten a los homo-dímeros, pero sí provoquen la disociación 
de los potenciales hetero-oligómeros, para los cuales se ha observado al menos que su 
interacción in vitro se ve debilitada por el aumento de la fuerza iónica en el medio (46).  
Por último, de haber interacción in vivo, podría ser de naturaleza transitoria y puntual en 
el tiempo, sin formar complejos estables de duración suficiente para ser detectables por 
la metodología de Western blot. Las interacciones transitorias que no generan hetero-
oligómeros estables pueden ser igualmente detectadas por diferentes metodologías de 
estudio de interacciones proteicas, como los ensayos de doble híbrido. Ya que 
interacción entre FurB y FurC se observa mediante ensayos de doble híbrido, pero no 
se detecta la presencia de heteroligómeros mediante Western blot, es probable que 
estas interacciones no sean del todo estables.  
Un aspecto que hay que tener en cuenta es la accesibilidad in vivo de FurB a FurC y 
viceversa. Aunque FurB se encuentra también soluble, su alta presencia en membrana 
puede significar que in vivo en condiciones estándar tiene un acceso limitado a FurC, lo 
que puede impedir la formación de hetero-oligómeros en cantidad significativa. Los 
ensayos previos realizados de doble híbrido en sistema heterólogo se basan en la 
expresión en E. coli, que como bacteria heterótrofa no presenta membranas tilacoidales 
y, por tanto, podría no reproducir la unión de FurB a membranas in vivo en Anabaena 
PCC7120 y las consecuencias de esto sobre la interacción entre ambas. 
6.3. FurB se localiza en membranas de Anabaena PCC7120 
El análisis de muestras de proteínas de diferentes cepas de Anabaena PCC7120 
mediante Western blot con revelado con un anticuerpo policlonal anti-FurB permitió 
observar la presencia de FurB tanto en proteína soluble como en fracción de proteína 
de membrana. Además, aunque en la fracción soluble se detectó a su peso molecular 
esperado, de 15kDa, en el caso de proteína de membranas se observó a 18-19kDa. 
Esto podría estar indicando la unión a membrana mediante interacción con un 
polipéptido de 3-4 kDa, que pudiera ser un linker de unión a membrana, o una proteína 
de peso molecular superior que sea procesada. La intensidad de las bandas obtenidas 
para la cepa WT indicaría que FurB estaría presente en membrana en mayor medida 
que en fracción soluble en condiciones normales. Esto resulta sorprendente, ya que los 
homólogos Zur están descritos como proteínas solubles y no se conocen resultados 
previos indicando su abundante presencia en membranas en otros organismos. Dado 
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que se observa el caso contrario para FurC, que apenas aparece en la fracción de 
membranas en comparación a su presencia en proteína soluble, no se considera que 
se pudiera deber a una contaminación de la muestra de membrana por proteínas de la 
fracción soluble. 
Aunque el método de extracción empleado no permite discernir el tipo de membrana a 
la cual estas proteínas se podrían estar uniendo (tilacoidal, celular o ambas), 
experimentos previos de pull down llevados a cabo en nuestro laboratorio indicaron que 
existía interacción de FurB con proteínas identificadas como componentes del 
ficobilisoma, como polipéptidos linker de entre 34.5 y 7.8 kDa o subunidades de 
ficobiliproteínas (138). Esto sugiere que podría estar localizada en la membrana 
tilacoidal. Aunque la interacción con polipéptidos linker se aplique principalmente a la 
unión de ficobiliproteínas al complejo del ficobilisoma, también hay casos en los que 
otras proteínas pueden establecer este tipo de interacciones. Por ejemplo, la proteína 
FNR se asocia a los ficobilisomas de cloroplastos mediante un linker polipeptídico, 
homólogo a la secuencia terminal que permite la interacción de la FNR a los 
ficobilisomas en cianobacterias como Synechocystis PCC6803 (119). 
Previsiblemente, la interacción con la membrana constituiría un mecanismo de 
regulación negativa sobre la acción de FurB, impidiendo o dificultando su acceso a los 
promotores de genes que regula. Los ejemplos incluidos en el apartado 2.7 de la 
introducción ponen de manifiesto que la localización en membrana de proteínas cuya 
función tiene lugar por interacción directa con el DNA constituye frecuentemente un 
mecanismo regulatorio de inhibición, siendo su liberación al citosol un paso de 
regulación necesario para su actividad. Este es el caso, por ejemplo, de factores σ como 
σW en B. subtilis (110) o el factor de transcripción asociado a membrana GrlA de E. coli, 
liberado al citoplasma en su forma activa en respuesta a estímulos mecánicos (139).   
Sin embargo, existen casos aislados como el de CadC de Vibrio cholerae, un activador 
transcripcional transmembrana que no requiere procesamiento proteolítico para unirse 
al promotor del operón que regula, cadBA, sino que se une directamente desde la 
membrana (140). Por otro lado, recientemente Krynická et al. detectaron la presencia 
de Fur, homólogo a FurA en Anabaena PCC7120, en la membrana citoplasmática 
celular, proponiendo que este factor de transcripción podría estar mediando la 
interacción de la membrana con el DNA y que en condiciones de depleción de hierro 
Fur se liberaría del DNA, siendo accesible al complejo FtsH1/FtsH3 para su posterior 
degradación (128). Por tanto, no se puede descartar que FurB sea activa en membrana, 
de forma no excluyente con su funcionalidad en el citosol. Se trata de un aspecto que 
habría que estudiar más en detalle.  
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6.4. Anabaena PCC7120 contiene cuatro potenciales homólogos FtsH 
A la vista de los resultados de BLAST y alineamientos, Anabaena PCC7120 parece 
presentar cuatro formas de FtsH con similitud de secuencia a las de la cianobacteria 
Synechocystis PCC6803: All4776, All3642, All4936 y Alr1261. De entre estas proteínas, 
All4776 se ha visto implicada en estudios previos acerca de los parálogos Fur de 
Anabaena PCC7120: se corresponde a un gen previamente determinado como diana 
de FurC, capaz de unirse a su promotor y previsiblemente activar su transcripción, ya 
que la sobreexpresión de FurC lleva a un aumento de la expresión in vivo de all4776. 
Los resultados de los alineamientos y el árbol filogenético sugieren que All3642 y 
Alr1261 podrían ser los ortólogos FtsH2 y FtsH3, respectivamente, en Anabaena 
PCC7120. En este sentido, podrían estar implicadas en el mantenimiento de la cadena 
fotosintética, de forma similar al complejo FtsH2/3 en Synechocystis PCC6803. Aunque 
no se observa un potencial ortólogo FtsH1, es posible que Alr1261, de forma similar a 
FtsH3 en complejo con FtsH1, participe en la degradación de reguladores 
transcripcionales, lo cual podría incluir alguno de los parálogos Fur de Anabaena 
PCC7120. 
Por otro lado, All4776 y All4936 no muestran suficiente homología con ninguna de las 
FtsH de Synechocystis PCC6803, aunque All4936 queda agrupado junto con FtsH4 en 
el árbol filogenético. Sin embargo, la alta homología observada ya entre FtsH1-4 
indicaría que este nivel de similitud no implica equivalencia funcional.  
Es posible que Anabaena PCC7120 no presente un ortólogo FtsH4, ya que se trata de 
una proteína no esencial en Synechocystis PCC6803. Respecto a FtsH1, de ser 
igualmente esenciales en Anabaena PCC7120 las funciones que realiza en 
Synechocystis PCC6803, es posible que All4776 o All4936 estén actuando como éstas 
pese a su menor nivel de identidad, o que haya habido una distribución diferente de sus 
funciones entre ellas u otras proteínas no relacionadas, de forma que no se mantuviera 
la identidad de secuencia. 
Dada la presencia en membrana de FurB y los precedentes de regulación por proteólisis 
de homólogos FUR como PerR de B. subtilis (130) y Fur de Synechocystis PCC6803 
(128), no sería de extrañar que alguna de estas potenciales FtsH, como proteasas de 
membrana, participen en un mecanismo regulatorio similar sobre esta proteína. Será 
necesario estudiar más en detalle acerca de la relevancia fisiológica de estas 





La realización del presente trabajo ha permitido alcanzar las siguientes conclusiones: 
1. FurB es capaz de interaccionar in vitro con FurC, potenciando su unión al 
promotor de hetZ. 
2. No se ha observado la presencia de hetero-oligómeros estables de FurB y FurC 
in vivo en extractos celulares de Anabaena PCC7120 en condiciones normales 
de cultivo, lo que sugiere que su interacción in vivo podría ser transitoria o poco 
estable, o podría estar limitada a condiciones específicas. 
3. Una fracción del total de la proteína FurB parece encontrarse asociada a 
membranas, con presencia mayor que en proteína soluble, potencialmente 
mediante su interacción con un polipéptido linker. 
4. Anabaena PCC7120 presenta cuatro proteínas FtsH, dos de las cuales son 
potenciales ortólogos de FtsH2 y FtsH3 de Synechocystis PCC6803. 
 
7.  CONCLUSIONS 
The results obtained from this work have allowed us to reach the following conclusions: 
1. FurB can interact in vivo with FurC, which results in an enhanced association to 
the hetZ promoter. 
2. FurB and FurC don’t appear to form in vivo stable hetero-oligomers detectable in 
Anabaena PCC7120 cellular extracts grown under normal conditions, which 
suggests their in vivo interaction would be unstable or transient, or take place 
only under a specific cellular context. 
3. A fraction of the cellular FurB content can be found bound to membranes, with a 
more significant presence than in the soluble protein fraction and being potentially 
associated to these membranes through an interaction with a linker polypeptide. 
4. Anabaena PCC7120 contains four FtsH proteins, two of which are potential 
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